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Fungi  perform  the  essential  role  of  decomposing  organic  matter  in  nature,  and  are 
indispensable  in nutrient  cycling and  exchange. Together with  the Animalia,  Plantae  and 
Protista, Fungi compose the four kingdoms of eukaryotic organisms.  
Aspergillus  niger  is  a  soil  dwelling  filamentous  fungus  that  is  ubiquitous  in  soils 
worldwide. Being a saprophytic organism it plays an important role in the degradation and 
recycling  of  organic  debris  such  as  plant  cell‐wall material.  The  saprophytic  nature  of A. 
niger  requires  the  abundant  secretion  of  a  variety  enzymes  to  degrade  and  extract 
nutrients  from  complex  polymeric  substrates.  The  released  sugars  can  either  be 
metabolised to sustain growth, or under certain conditions be converted into organic acids 
like  citric  acid  which  the  fungus  can  re‐use  later.  Like  other  filamentous  fungi,  A.  niger 
grows in the vegetative phase of its lifecycle by forming tubular shaped cells called hyphae. 
A hypha is usually made up of multiple cells, separated by septa. These hyphae extend at 







has  been  exploited  by  the  industry  since  1919.  The  ability  to  secrete  large  amounts  of 
enzymes  into  the  environment  has  been  utilised  since  the  1960s  for  the  production  of 
enzymes  for  the  starch  processing  and  food  industry  146.  The  long  use  of A. niger  in  the 
industry for production of food enzymes and citric acid has led to the GRAS status of many 
of  the  products  produced  by  A.  niger  (U.S.  Food  and  Drug  Administration. 
http://www.cfsan.fda.gov/~rdb/opa‐gras.html).  
The  progress  in  genetic  manipulation  of  filamentous  fungi  not  only  led  to  the 
optimisation of the production of homologous proteins 170, but also provided possibilities 
for using filamentous fungi for the production of heterologous proteins of both fungal and 
non‐fungal  origin.  However,  whereas  large  amounts  of  homologous  proteins  can  be 
obtained  in  industrial  fermentations,  the  production  yields  for  heterologous  proteins  of 
non‐fungal origin are typically several orders of magnitude lower 129,167. 
By dissecting the steps involved in synthesis and secretion of protein several factors 
influencing  the  secretion  level  have  been  identified.  Protein  synthesis  can  be  limited  at 
every  level  in  the  process;  from  the  transcriptional,  translational  and  post‐translational 








are  the  use  of  strong  homologous  promoters,  the  use  of  multicopy  transformants,  of 
protease‐deficient  host  strains,  the  introduction  of  efficient  secretion  signals,  the  use  of 
well‐secreted proteins as carriers, and the over‐expression of foldases and/or chaperones 





in  the  endoplasmic  reticulum  (ER)  is  therefore  regarded  as  the  major  bottleneck  in 
heterologous protein production by  filamentous  fungi  2,17,47,120,139. The efforts  to  improve 





Eukaryotic  cells  possess  a  secretory  pathway  that  is  made  up  of  an  elaborate 
endomembrane  network.  This  network  consists  of  several  independent  organelles  that 
make up an assembly line for the production of secretory proteins and proteins with other 
cellular  destinations  such  as  the  cell  membrane.  Each  compartment  in  the  secretory 
pathway provides a  specialised environment  that  facilitates  the various stages  in protein 
biogenesis, modification, sorting and finally secretion into the environment. 
The high  capacity of  the  secretory  system of A. niger  and other  filamentous  fungi, 
has  been  exploited  for  decades  by  the  industry  for  the  production  of  proteins  and 
metabolites, but despite the intense genetic research on the protein secretion mechanism 
in  filamentous  fungi,  the  knowledge  of  the  fungal  secretory  pathway  has  been  limited. 
However,  the  availability  of  the  whole  genome  sequence  of  several  filamentous  fungi, 
including the industrial important species Aspergillus oryzae 87 and A. niger 126, have made 
formal  genomics  approaches  to  the  study  of  protein  secretion  in  those  organisms more 
feasible. It  is generally accepted that the secretory pathway in filamentous fungi does not 
differ greatly from those in yeast and higher eukaryotes, which have been studied in more 
detail.  The  differences  lay mainly  in  the  polar  growth  of  filamentous  fungi.  The mycelial 







secretion  pathway,  which  is  much  higher  than  in  yeast,  the  secretory  pathway  of 
filamentous  fungi  stands  out  mostly  by  the  directionality  of  the  pathway  due  to  hyphal 
growth. 
The secretory pathway  in  filamentous  fungi has been reviewed by several authors 





the  Golgi‐like  structure  where  further  modifications  occur,  including  glycosylation  and 
peptide  processing.  The  mature  proteins  are  finally  packed  into  secretory  vesicles  and 
















Protein  synthesis  starts  in  the  cytosol  where  ribosomes  capture  mRNA  molecules,  and 
begin translation. Proteins destined for the secretory pathway can be directed to the ER in 
two ways;  either  co‐translational  or  post  translational  131.  The  co‐translational  pathway 
predominates  in  most  mammalian  cells,  whereas  in  S.  cerevisiae  both  routes  are  used 
extensively. The route that is followed is determined by the hydrophobic core of its signal 

















upon  elongation  131.  Once  the  polypeptide  chain  is  completed,  the  signal  sequence  is 
cleaved off and the immature protein is released into the ER lumen. 
Posttranslational  translocation  is  independent of  the SRP, and  the  translocation of 
proteins over the ER membrane occurs first after the polypeptide has been fully translated. 
This alternative route of targeting proteins to the ER membrane is thought to also occur in 
filamentous  fungi. After  synthesis  in  the  cytoplasm,  the nascent protein  forms a  complex 
with the cytosolic Hsp70 chaperone and co‐chaperones to keep it in an unfolded state. The 
protein‐chaperone complex is directed to the ER membrane by the signal sequence, where 




that  encode  yeast  orthologs  of  those  genes  126.  As  in  mammals,  no  ortholog  of  the  S. 
cerevisiae signal recognition and docking protein Srp21p was found, a gene that is essential 
in yeast. Also no homologue was found for the non‐essential yeast SSH1 gene, which codes 
for  the  alpha  subunit  of  the  Ssh1  translocon  complex  of  the  ER.  Despite  the  apparent 
absence of those two genes in A. niger, protein translocation into the ER is thought to occur 
analogous to yeast. 
Although  proteins  are  targeted  to  the  ER  by  their  signal  sequence,  their  ultimate 
destination may be different. They may be destined for secretion, targeted to other cellular 
destinations or have the ER as their final destination. ER resident proteins are retained in 





After  translocation  into  the ER,  the signal sequence of  the nascent protein  is removed by 











luminal  proteins  that  are  involved  in  the  protein  folding  processes  in  the  ER  126.  They 

















key molecular  chaperone.  In  addition  to  BipA,  another  putative HSP70  chaperone,  LshA, 
was  found  in A. niger.  In  yeast,  Lsh1p  and  the  BipA  homologue  Kar2p  have  interactions 
with  DnaJ  proteins,  Sec63  and  the  nucleotide  exchange  factor  Sil1p  155.  Sil1p  interacts 
directly with  the ATPase  domain  of  Kar2p, modulating  the  activity  of  the  chaperone  163. 
Surprisingly, no homologue for Sil1p was found in A. niger 126.  
The gene encoding the A. niger chaperone calnexin (clxA) has also been cloned and 
characterised  17,173.  Calnexin  is  a  lectin‐like  chaperone,  and  an  essential  part  of  the 
maturation  and  quality  control mechanism of  glycoproteins.  It  specifically  interacts with 



























In  addition  to  the  chaperones,  foldases  are  involved  in  the  protein  folding.  Foldases 
catalyse  slow and often  rate  limiting  covalent  changes  such as  the  formation of disulfide 
bonds  between  cysteine  residues,  and  the  isomerisation  of  peptide  bonds  preceding 
proline residues. 
The  oxidising  environment  of  the  ER  favours  the  formation  of  disulphide  bonds, 
which are required for the stability and function of a large number of secreted proteins 32. 
The formation and rearrangement of disulphide bridges is catalysed by PDI’s 109. PDI  is a 
protein  thiol‐oxidoreductase  that  catalyses  the  oxidation,  reduction  and  isomerisation  of 
protein  disulphide  bonds.  The  genes  encoding  the  A.  niger  PDI  and  several  PDI‐related 




Transfer  of  electrons  during  oxidative  protein  folding,  in  for  example  disulphide 


























The  PPIases  catalyse  the  cis­trans  isomerisation  of  peptide  bonds  preceding  proline 
residues (Fig. 4). For every amino acid residue except for proline, there is steric hindrance 
between  the  neighbouring  side  chains  for  the  cis  conformation  but  not  for  the  trans 
conformation. The peptide bonds for these residues are therefore all trans. However, in the 
case of proline the steric hindrance is almost equal for both isomers, hence the presence of 
PPIases.  In native proteins more than 10% of  the proline peptide bonds can be  in the cis 
conformation  86.  The  PPIases  were  discovered  due  to  their  ability  to  bind  to 
immunosuppressive  drugs.  In  filamentous  fungi  two major  classes  of  PPIases  have  been 




27.  Its  C‐terminal  HEEL  ER  retention  signal  is  somewhat  divergent  from  the  K/HDEL 
consensus,  but  experimental  data  proved  its  ER  localisation.  The  putative  A.  niger  ER 
lumenal  protein  EroA  also  has  a  predicted  C‐terminal  HEEL  ER‐retention  signal  126.  The 




















The  majority  of  proteins  secreted  by  filamentous  fungi  are  glycosylated,  a  process  that 
starts in the ER. Oligosaccharide moieties are either attached to asparagine residues in N‐
linked glycosylation or to serine or threonine residues in O‐linked glycosylation. N‐linked 
glycosylation  of  proteins,  is  best  understood,  and  serves  highly  diverse  functions.  It 
stabilises the proteins against denaturation and proteolysis, enhances solubility, modulates 
immune  responses,  facilitates  orientation  of  proteins  relative  to  a  membrane,  confers 







N‐linked  oligosaccharides  to  the  side  chain  nitrogen  of  the  asparagine  residue  by  an  N‐
glycosidic  bond.  The  N‐linked  glycan  core  in  fungi  has  shown  to  be  identical  to  the 
mammalian N‐linked core (Glc3Man9GlcNac2) 88. After the initial glycosylation, glucosidase I 
and  glucosidase  II  trim  the  oligosaccharide  to  the  monoglucosylated  form 










II  results  in  the  dissociation  of  the  glycopeptides  from  calnexin.  If,  at  this  point,  the 
glycoprotein  is  folded  correctly,  it  will  be  no  longer  retained  in  the  ER  and  will  be 
transported  to  the Golgi  complex.  If  not,  re‐addition of  a  glucose  residue  to  the N‐linked 
glycan occurs by the action of the UDPglucose:glycoprotein glucosyltransferase (UGGT), a 
luminal  enzyme  that  acts  as  a  folding  sensor  134.  This  folding  sensor  makes  up  the  ER 
quality control (ERQC) system together with the lectins. The reglucosylation by UGGT tags 
the incomplete folded glycoprotein for renewed interaction with calnexin, and therefore a 
new  folding  attempt.  The  deglucosylation‐reglucosylation  cycle  continues  until  proper 
folding is achieved (Fig. 5). The main features of the cycle are well established, and detailed 
aspects  are  reviewed  in  a  number  of  papers  28,29,30,121.  Homologues  were  identified  for 











off  to  the  Golgi‐like  structure  where  they  can  undergo  further modifications  such  as  O‐
linked  glycosylation,  processing  of  N‐linked  oligosaccharides,  phosphorylation  and 
proteolytic  processing.  Although  a  classical  Golgi‐apparatus  consisting  of  a  series  of 
flattened  cisternae  is  not  commonly  seen  in  filamentous  fungi,  functions  associated with 
the Golgi are present, and the term Golgi‐like structure is normally used. 
The  transport  of  proteins  between  the  ER  and  the  Golgi  complex,  which  is 
bidirectional, is carried out by specific vesicles. There are two types of vesicles involved in 
the transport between ER and Golgi. COPII vesicles (Coat Protein complex II) are involved 















proteins  are  sorted  into  the  COPII  coated  vesicle  by  conserved  di‐acidic  motifs  and  di‐
hydrophobic  or  aromatic  motifs.  The  signalling  motifs  of  these  transmembrane  cargo 
proteins are cytoplasmically exposed and recognised by subunits of  the COPII coat 5. The 
sorting  of  soluble  cargo  proteins  from  the  ER  is  less  well  characterised,  but  there  is 
evidence  for  both  bulk‐flow  and  receptor mediated  sorting.  The  Erv29p  transmembrane 




protein  were  packaged  normally  in  Erv29p  depleted  cells  11.  After  completion,  COPII 
vesicles travel on microtubules to the cis‐Golgi, where they fuse with the Golgi membrane 

















not possess a canonical cytoplasmic di‐lysine retrieval motif,  it  is  thought to also  interact 
with the COPI coat to facilitate its transport back to the ER 10. The precise mechanism by 
which the receptor binds  its  ligand  is not known, but  ligand binding  is thought to trigger 
uptake of the assembled complex into COPI vesicles 83. 
The  Golgi  is  also  important  for  sorting  proteins  to  their  final  destinations  like 
vacuoles  or  the  external  environment.  Proteins  enter  the  Golgi  on  the  cis‐side  and  are 
transported  to  the  medial  and  trans‐Golgi  by  vesicles,  and  undergo  modifications 
meanwhile.  In  the  trans‐Golgi  network  (TGN)  proteins  are  finally  sorted  to  their 
destination. They are either transported in vesicles to  the plasma membrane, where they 
fuse and deliver their cargo by exocytosis, or they are transported to vacuoles. Exocytosis 







and  secretory proteins  and proteins with other  cellular destinations  like  endosomes and 
lysosomes. The ER plays a pivotal role in the production and assembly‐line of the secretory 
pathway,  as  it  executes  some  major  physiological  functions.  Not  only  are  proteins 
synthesised at the ER, the majority of the proteins also fold into their native conformation 
in  the ER. At  the same time these nascent proteins undergo a series of post‐translational 
modifications,  such  as  disulphide  bond  formation  and  the  addition  of  N‐linked 
oligosaccharides. The ER is also an important intracellular Ca2+ store for the cell. Finally, it 
is  a  site where  biological membranes  are  assembled,  and  it  is  involved  in  fatty  acid  and 





a  dynamic  equilibrium.  Disturbance  of  any  of  the  three  homeostatic  functions  of  the  ER 
leads to stress, and is manifested by the accumulation of unfolded proteins. 
ER  stress  can  arise  transiently  as  a  cell’s  gene  expression  program  is  altered  in 
response  to  changing  extracellular  signals.  For  example,  changing  environmental 
conditions can result in an increased requirement for extracellular enzymes, which in turn 
can overwhelm the ER with newly synthesised proteins waiting to be folded. Likewise, this 
condition  can  arise  in  industrial  stains  overproducing  homologous  enzymes  under 
optimised conditions. ER stress can also be caused by other environmental perturbations 
the  cell  encounters.  These  include  nutrient  starvation,  anoxia,  viral  infections,  and  heat 
13,60,85.  
ER  stress  can  also  be more  permanent  in  cells  that  bear mutations  that  interfere 
with  protein maturation  in  the  ER,  or  in  cells  that  express  difficult  to  fold  heterologous 
proteins.  Furthermore,  several  chemical  agents  can  disturb  the  ER  and  lead  to  stress. 
Reducing  agents  such  as  β‐mercaptoethanol  or  1,4‐dithiothreitol  (DTT)  disturb  the 
oxidative environment of  the ER and reduce disulfide bonds  thereby  interfering with  the 
oxidative  protein  folding  in  the  ER.  The  drug  tunicamycin,  which  is  produced  by  the 
bacterium Streptomyces lysosuperificus 157, blocks the production of N‐linked glycoproteins 
by  irreversibly  inhibiting  the  enzyme  GlcNAc  phosphotransferease  (GPT),  resulting  in 
accumulation of unfolded proteins  in  the ER. The  calcium  ionophore A23187  induces ER 
stress  by  depleting  the  ER  luminal  Ca2+  store.  This  in  turn  inhibits  protein  folding  and 
interferes  with  multiple  processes  in  the  ER  including  chaperone  function  117,156,  UGGT 
activity 3, and ERAD targeting due to decreased α(1‐2)‐mannosidase activity 34. 






When  proteins  fail  to  obtain  their  proper  fold,  even  after  several  folding  attempts,  they 
have  to  be  removed  from  the ER.  These misfolded proteins  could otherwise  accumulate, 
aggregate and become toxic for the cell. An efficient proteolytic system is therefore coupled 
to  the  quality  control  machinery  of  the  ER  to  dispose  of  these  terminally  misfolded 
proteins.  
Two routes are known that target these misfolded proteins for degradation: (i) ER‐







The  UPR  was  first  characterised  in  S.  cerevisiae,  where  genetic  screens  identified  three 






the  unconventional  intron  from  the HAC1  mRNA  enables  the  efficient  translation  of  the 
messenger  and  the  subsequent  synthesis  of  active  Hac1p  protein.  The  active  Hac1p 
translocates  to  the  nucleus,  where  it  promotes  transcription  of  its  target  genes  by  an 
interaction with the unfolded protein response element (UPREs), present in the promoters 
of  UPR‐regulated  genes  such  as  genes  encoding  ER  chaperones  and  foldases.  The  UPR 
target  genes  of  yeast  have  been  defined  by  microarray  expression  profiling  160.  They 
comprise 381 genes which  is more  than 5% of  the yeast genome. Among  the UPR  target 






Ire1p  (inositol  requiring  1)  was  originally  identified  on  the  basis  of  its  role  in  inositol 
prototrophy in S. cerevisiae 106. However, soon thereafter, two other groups linked Ire1p to 
the UPR, since it was required for the activation of the KAR2 (BiP) gene upon ER‐stress 21,96. 
The  S.  cerevisiae  IRE1  gene  encodes  a  type  I  transmembrane  protein  consisting  of  1115 
amino  acids  that  resides  in  the  ER  membrane.  Genome  wide  analysis  identified  HAC1 
mRNA  as  the  only  substrate  for  Ire1p  107.  Ire1p  is  the most  proximal  component  of  the 
pathway,  and consists of  three  functional domains. A  luminal domain, a  serine‐threonine 















unfolded  proteins  in  the  ER  BIP  dissociates  from  Ire1p  and  associates  with  the  unfolded 
proteins.  The  released  Ire1p  undergoes  dimerization  and  autophosphorylation  and  a  site‐
specific  endonuclease  (RNase)  domain  is  activated.  3.  The  RNase  cleaves  an  unconventional 
intron from the HAC1 mRNA. 4. The HAC1 mRNA exon ends are joined together by tRNA ligase. 5. 
The induced HAC1 mRNA is efficiently translated to Hac1p. 6. Hac1p translocates to the nucleus 
and  binds  to  UPR‐elements  present  in  the  promoters  of  its  target  genes.  7.  Transcription  of 
genes encoding foldases and chaperones is induced, leading to an increased folding capacity of 






























crystal  structure  of  the  core  ER  luminal  domain  (cLD)  revealed  the  presence  of  a  deep 
groove  in  cLD  dimers,  a  groove  that  resembles  the  major  histocompatibility  complex 
(MHC)‐like peptide binding groove 23. The depth of the groove would allow for interactions 
with  unfolded  regions  of  proteins  but  precludes  interaction  with  compactly  folded 
proteins.  Furthermore,  mutations  in  residues  lining  the  bottom  of  the  groove,  or  at  the 
interface  of  the  dimers  abolished  Ire1p  activation.  These  findings  have  led  to  the 
hypothesis  that  Ire1p  directly  binds  unfolded  proteins  via  its  cLD.  Binding  of  Ire1p  to 
unfolded regions may promote the dimerisation which is necessary to form the groove. The 
changes  in  the  luminal  domain  of  Ire1p  in  turn  position  Ire1p  kinase  domains  in  the 
cytoplasm optimally  for  autophosphorylation  to  initiate  the UPR.  In  this model  unfolded 
proteins act as positive regulators of Ire1p, whereas BiP would act as a negative regulator 
and would be more an adjuster for sensitivity to stress 71. 
The  exact  localisation  of  the  C‐terminal  domain  of  Ire1p  has  been  somewhat 
unclear.  In order to sense the  folding state of  the ER and transmit  the signal to  the HAC1 
mRNA,  the  C‐terminal  domain  of  Ire1p must  be  localised  in  the  vicinity  of  its  substrate 
(HAC1  mRNA),  and  tRNA  ligase.  Also,  Ada5p,  which  is  part  of  the  Gcn5  transcriptional 
coactivator complex of yeast, which was shown to interact with Ire1p and be required for 
HAC1 splicing 180 should be accessible for Ire1p. 
The  nuclear  localisation  of  Ada5p  and  that  of  tRNA  ligase  16  together  with  the 
assumption  that  only  newly  synthesised  HAC1  mRNA  would  be  substrate  for  Ire1p 
mediated splicing, led to the hypothesis that the Ire1p catches HAC1 mRNA during export 
from  the  nucleus  to  the  cytosol  151.  Ire1p  would  thus  be  localised  to  the  ER  and  inner 
nuclear  membrane  which  are  contiguous  with  each  other.  Its  C‐terminal  half  with  the 
endoribonuclease domain would thus face the cytoplasm or the nucleus. The recent finding 


















to  an  unconventional  intron  near  the  3’‐end  of  the  transcript  66,137  (Fig.  7A).  First  after 
splicing of the inhibitory intron by the action of Ire1p and Rlg1p is the new HAC1i mRNA (‘i’ 
for  induced)  efficiently  translated  to  produce  the  active  transcription  factor  Hac1p  14,66. 
Hac1p then translocates to the nucleus where it activates or increases transcription of UPR 
target  genes  by  binding  to  UPR  specific  upstream  activation  sequences,  the  unfolded 
protein response element (UPRE) 22. The splicing of HAC1 mRNA is therefore regarded as 
the key regulatory step in the UPR pathway of S. cerevisiae.  
Figure 7. Unconventional intron splicing of the yeast HAC1 mRNA. (A) The 1.4 kb HAC1u mRNA 
contains an ORF encoding a 230 amino acid protein. Splicing of a 252 nt unconventional intron 
from  the HAC1u mRNA,  changes  the C‐terminal  tail of  the encoded protein. The  last 10 amino 
acids of the encoded protein are replaced with an activation domain of 18 amino acids. The dark 
grey box represents the part encoding the C‐terminal 10 amino acids in HAC1u mRNA. The black 









the  only  substrate  for  Ire1p,  suggesting  that  this  unconventional  mRNA  processing  has 
evolved solely for the signal transduction between ER and nucleus 107. The unconventional 
intron  of  HAC1u  mRNA  is  252  nt  long  22,  and  the  intron  borders  and  splice‐sites  are 
organised  in  two  stable  stem‐loop  structures  (Fig.  7B).  These  small  stem‐loop  structures 
are the substrates for Ire1p and the cleavage at the two splice‐sites of HAC1u mRNA occurs 
independently  and  in  a  random  order.  It  requires  a  well  defined  7‐nucleotide  loop  that 
must  be  closed  by  a  stem.  After  excision  of  the  intron  by  Ire1p  the  two  exons  remain 
associated  by  base  pairing  and  are  ligated  by  the  tRNA  ligase Rlg1p  43.  The  symmetrical 
structure of the splice‐sites and the fact that Ire1p oligomerises upon activation of the UPR 
may  reflect  a  situation  in which  an  Ire1p  homodimer  binds  to HAC1u mRNA  so  that  one 
monomer  interacts  with  the  5’splice‐site  while  the  other  monomer  interacts  with  the 
3’splice‐site.  Both  the  HAC1i  and  HAC1u  transcript  encode  proteins,  named  Hac1pi  and 
Hac1pu  respectively. These  two proteins have  identical N‐terminal domains,  but differ  in 




terminal  part  of  the  protein  that  contains  both  the  DNA‐binding,  and  the  dimerisation 






Although  HAC1u  mRNA  also  encodes  a  putative  bZIP  transcription  factor,  only  Hac1pi 
accumulates  at  detectable  levels  in  the  cell.  It  was  shown  that  Hac1pi  and  Hac1pu  are 
equally  unstable,  and  that  as  a  result  the  lack  of  Hac1pu  is  not  due  to  degradation  66. 
Expressing both proteins in engineered yeast strains showed a similar half‐life of 2 minutes 
for  both  proteins,  and  indicated  a  translational  control  mechanism  as  the  cause  for  the 
absence of Hac1pu  14. Translation of  the HAC1u messenger  is  initiated, but  the  ribosomes 
stall  on  the  unspliced  transcript.  This  translational  attenuation  is  mediated  by  the 
unconventional  intron.  Long‐range  base  pairing  of  the  unconventional  intron  with  the 
5’UTR of the HAC1 transcript blocks the mRNA translation 137. Part of the 252 nt intron of 
the yeast HAC1u mRNA forms a stable double‐stranded structure by base pairing with the 






exported  from  the nucleus  to  the  cytoplasm. When  the 3’‐end of HAC1 mRNA  leaves  the 
































are  cis‐acting  regulatory  elements  functioning  as  upstream activator  sequences  (UAS)  or 
UPR‐regulated  genes.  The  UPRE  was  originally  identified  as  a  22  bp  cis‐acting  element 
present  in  the  yeast  KAR2  gene  (BIP),  and  was  found  necessary  and  sufficient  for  the 
transcriptional  activation  in  response  to  ER‐stress  72,99.  Later  on,  mutational  analysis 
revealed the core sequence of the yeast KAR2 UPRE, a semi palindromic seven nucleotide 
sequence  with  a  spacer  nucleotide  between  both  half‐sites  (CAGCGTG)  95.  This  one 
nucleotide  spacer  is  important  for  binding  of  the  UPRE  by  Hac1p.  The  lack  of  spacing 
reduced  the  induction  of  a  reporter  construct  to  13%  of  the  normal  level,  whereas 







In  addition  to  the  simplified  model  of  the  UPR  schematised  in  Figure  6,  several  other 
mechanisms have been discovered which turn the simple on‐off switch concept of the yeast 
UPR into a more complex response. 




cannot  maintain  high  levels  of  HAC1  mRNA,  and  thereby  not  survive  very  well  under 
prolonged ER‐stress. It is therefore likely that this autoregulation is required for sustained 
activation  of  the  UPR.  Furthermore,  an  Ire1p  independent  pathway  was  reported  for  S. 
cerevisiae, which adds additional control to the UPR pathway 79. Transcription of the HAC1 
gene could be  induced  in an  Ire1p‐independent manner, and  is as a  result different  from 
the  autoregulation  described  above.  The  Ire1p  independent  HAC1  induction  requires  a 
bipartite signal (Fig. 9), consisting of one input by unfolded proteins in the ER (UP), and the 
other  input  provided  by  inositol  starvation  or  temperature  shift  (ino/temp),  conditions 
that both affect the ER membrane properties. ER membranes distressed by either inositol 
deprivation  or  elevated  temperature  might  control  the  activity  of  a  membrane  bound 
component of a signal transduction machine that also senses protein folding conditions in 















































grey.  The  three  branches  of  the  circuitry  are  integrated  at  target  promoters.  Transcriptional 
regulation  of  HAC1 mRNA  levels,  providing  one  level  of  gain  control,  is  depicted  as  a  rheostat 
under supervision of a logical AND gate informed by multiple inputs from the ER. Splicing of HAC1 
mRNA by Ire1p, is depicted by a binary on/off  switch. Regulation of Gcn4p levels by Gcn2p under 






Hac1p  can  bind,  but  not  activate,  target  UPREs.  Binding  of  target  DNA  by  a  Gcn4p/Hac1p 
















failed  to  identify  a KAR2  like UPRE  in most of  them. However,  computational  analysis of 
promoters of UPR  target genes  for overrepresented short upstream activating sequences 






It was  shown  that Gcn4p and Hac1p act  together  at  target  gene promoters. Over‐
expression of Hac1p did not activate transcription of target genes in the absence of Gcn4p, 
whereas Gcn4p  in  the absence of Hac1p was also  insufficient  to  induce  transcription  124. 
Gcn4p  and Hac1p  are  both  bZIP  type  transcription  factors  and  therefore  possibly  act  as 









presence  of  three  ER‐localised  transmembrane  signal  transducers  that  are  activated  to 
initiate  the UPR. These  three  signal  transducers  in mammalian  cells  are:  the  yeast  Ire1p 
homologue  IRE1  186,  a  protein  kinase‐like  ER  kinase  (PERK)  52,  and  the  activating 
transcription  factor 6  (ATF6)  54,185.  IRE1, PERK and ATF6 are constitutively expressed  in 



































three  types of  transmembrane proteins  (IRE1, PERK,  and ATF6), which  sense  the presence of 
unfolded  proteins  in  the  ER  and  transmit  signals  across  the  membrane.  ER  stress  induced 
activation  of  the  IRE1‐XBP1  pathway  (top),  PERK‐eIF2a  phosphorylation‐ATF4  pathway 
(middle),  or  ATF6  pathway  (bottom)  culminates  in  induced  transcription  of  respective  target 
genes. Abbreviations: AARE, amino acid response element; ARE, antioxidant response element; 







Upon  ER  stress  the  most  immediate  response  in  mammalian  cells  is  the  attenuation  of 
mRNA  translation, which  lowers  the  influx  of  newly  synthesised  proteins  into  the  ER  65. 
This  translational  attenuation  is mediated by PERK. Like  IRE1,  PERK  is  an ER‐associated 
transmembrane  serine/threonine  protein  kinase,  and  the  luminal  domains  of  IRE1  and 
PERK regulate  the protein kinase of  these proteins by  functioning as ER stress  regulated 
oligomerisation  domains.  The  function  of  the  luminal  domains  of  IRE1  and PERK  is  also 




in  activation  of  PERK  52.  The  activated  PERK  phosphorylates  the  alpha  subunit  of  the 
eukaryotic  translation  initiation  factor 2  (eIF2α) on  serine  residue 51, which  leads  to  its 
inactivation and reduces translational initiation.  
Using  a  mathematical  model  it  was  shown  that  adding  a  translation  attenuation 
mechanism  to  the UPR signalling network  reduces  the amount of  free unfolded proteins, 
and results in fewer excess chaperones during consecutive stresses 161. This is the result of 
the translational attenuation response being fast compared to chaperone upregulation. 
In  addition  to  global  repression  of  translation,  activation  of  PERK  also  induces 
transcription  of  a  number  of  UPR  dependent  genes  50,53,143.  Phosphorylation  of  eIF2α 
inhibits general  translation, with the exception of several mRNAs for which  it  is required 
for their selective translation. For instance, phosphorylation of eIF2α induces translation of 
the mRNA encoding  the  activating  transcription  factor  4  (ATF4)  51.  ATF4  is  required  for 
expression of  genes  involved  in  amino  acid biosynthesis,  anti  oxidative  stress  responses, 
and apoptosis. 
Besides  eIF2α,  the  transcription  factor  nuclear  respiratory  factor  2  (NRF2)  is  a 
substrate for PERK kinase activity 24. NRF2 is involved in the oxidative stress response, and 
in unstressed cells, NRF2 is kept  latent  in cytoplasmic complexes via association with the 
cytoskeleton  anchor,  Keap1  (kelch‐like  ECH‐associated  protein1).  PERK  dependent 












yeast  Ire1p  108.  Upon  accumulation  of  unfolded  proteins  in  the  ER,  its  activated 
endoribonuclease  domain  mediates  the  stress‐induced  splicing  of  its  substrate,  XBP1 
mRNA  (X‐box  binding  protein)  12,148.  Like  its  yeast  homologue  Hac1p,  XBP1  is  a  bZIP 
transcription  factor  and  its  mRNA  contains  a  26  nucleotide  unconventional  intron.  The 
predicted secondary structure for this intron shows similarity with the predicted structure 
for  the  hacAu  mRNA.  The  exon‐intron  junctions  are  encompassed  in  two  loops  of  seven 
unpaired  nucleotides  (see  Fig.  3,  Chapter  2).  The  removal  of  the  26  nucleotide 
unconventional intron from XBP1u mRNA creates a frameshift, and as a result, the spliced 
XBP1i mRNA encodes a larger form of XBP1 that contains a novel transcriptional activation 




element  (ERSE‐I)  in  a  yeast  one‐hybrid  screen  185.  The  ERSE‐I  was  earlier  identified  by 
transcriptional analysis of UPR target genes such as BiP, GRP94 (glucose regulated protein 
94) and calreticulin. ERSE‐I has a tripartite structure with the consensus sequence CCAAT‐





ERSE‐II, which resembles  the ERSE‐I, was  identified  in  the promoter region of  the 
HERP gene (homocysteine‐induced ER protein). HERP encodes an ER‐membrane protein, is 
highly upregulated during ER stress 73, and enhances ERAD 69. The consensus sequence of 
the  ERSE‐II  is  ATTGG‐N‐CCACG  74.  Like  ERSE‐I  it  also  contains  two  motifs,  ATTGG 

















to  the  Golgi  where  it  is  cleaved  by  two  proteases  184,187.  Site‐1  protease  (S1P,  a  serine 
protease) cleaves ATF6 in its luminal domain, and the N‐terminal membrane‐anchored half 
is  cleaved  by  site‐2  protease  (S2P,  a  metalloprotease)  within  the  phospholipid  bilayer. 










expression  of  those  chaperones  and  foldases  was  upregulated  in  response  to  secretion 
stress  58,62,104,130.    Later,  the  functional  homologue  of  the  yeast  Hac1p  was  cloned  from 
Trichoderma reesei, A.nidulans 140, and from A. niger 101, and soon after the genes encoding 
the Ire1 and Ptc2 were characterised in T. reesei 165 enabling the study of the fungal UPR in 
more  detail.  Later,  all  key  elements  constituting  the  signal  transduction  pathway  of  the 
yeast UPR (Fig. 6) have been  identified  in  filamentous  fungi, suggesting that  the pathway 
resembles the S. cerevisiae UPR. Indeed, the A. niger pathway shares common features with 
the  yeast  UPR,  and  the  central  activation  mechanism  of  the  pathway  triggered  by 





by Valkonen et al.  166  soon  after  the  isolation  of  the  fungal hac1/hacA  genes.  They  over‐
expressed  the  spliced  form  of  hacA,  thereby  constitutively  activating  the  pathway 






In  mammalian  cells,  attenuation  of  general  translation  initiation  mediated  by  PERK 
diminishes  the protein  load  in  the ER upon  folding stress. Although  filamentous  fungi do 
not  appear  to  contain  a  PERK  homologue,  a  different  mechanism  accompanies  the  UPR 
which  also  diminishes  the  pool  of  newly  synthesised  proteins.  Under  secretion  stress 




proteins  by  a  mechanism  termed  RESS  (Repression  under  Secretion  Stress)  1,119.  RESS 
minimises  hereby  the  input  of  proteins  into  the  ER  and  this  may  be  a  different  way  to 
decrease the load of the ER, as compared to the PERK‐dependent pathway in mammalian 
cells.  Although  the  exact  mechanism  by  which  RESS  operates  is  unknown,  it  has  been 
shown to take place at the transcriptional level, and to be mediated through the promoter 
of  the  gene  involved.  Truncation  of  the  T.  reesei  cbh1  (cellobiohydrolase  1)  promoter 
abolished  its  transcriptional  down‐regulation by RESS  119,  and  for  the A. niger glaA  gene 
(glucoamylase)  the  promoter  region  between  1  and  2kb  upstream  was  shown  to  be 















the  genes  that  were  identified  as  significantly  upregulated  in  the  chymosin  producing 
strain, 22 were involved in UPR and/or protein folding (including chaperones and foldases 
like  bipA,  clxA  pdiA,  prpA  and  tigA,  several  heatshock  proteins,  and  hacA  itself). 
Furthermore,  genes  with  functions  in  vacuolar  protein  sorting,  protein  degradation 
(ERAD), vesicle transport, lipid and inositol metabolism, cellular export and secretion, and 




with  the  transcriptomics  data  on  various  stress  responses  in  S.  cerevisiae.  The  genes 
upregulated  in  response  to  secretion  stress  included a  large number of  secretion  related 
genes  in both organisms,  indicating  the similarities between the stress responses  in both 
organisms. In addition, however, they found that the T. reesei cpc1 gene was upregulated in 
response  to  secretion  stress,  in  contrast  to  its  homologue  in  yeast. Transcription of cpc1 
was induced in DTT treated cultures as well as in T. reesei cultures expressing human t‐PA 











upregulated  in  all  three  conditions,  which  were  mostly  ER  localised  chaperones  and 
foldases.  Using  polysomal  fractionation  they  also  showed  that  hacAu  was  present  in  the 
non‐polysomal  fractions,  suggesting  that  translation of hacAu mRNA might be blocked.  In 
this thesis, evidence is presented for such a translational block, which is present only in the 
hacAu  transcript.    Their  results  also  pointed  out  the  possible  existence  of  a  feed‐back 
mechanism at the translational level. mRNAs encoding several secreted proteins, including 
glucoamylase,  were  redistributed  from  polysomes  to  monosomes  after  DTT  treatment, 
indicative  of  translational  repression.  Thus,  in  addition  to  RESS,  A.  niger  might  possess 
another  feed‐back  mechanism  aiming  at  reducing  the  amount  of  newly  synthesised 
proteins translocated into the ER lumen upon secretion stress.   
 
In  conclusion,  the  response  of  A.  niger  to  the  accumulation  of  unfolded  proteins  in  the 
lumen of  the ER might  involve  four mechanisms to suppress  the stress  that poses on  the 
fungus; 1) boosting the capacity of the secretory pathway by increasing expression of genes 
involved  in  protein  folding  and  transport.  2)  increasing  the  ER  associated  degradation 
(ERAD)  to  eliminate  terminally  unfolded  proteins  from  the  secretory  pathway.  3) 
decreasing  transcription  of  secretory  proteins  to  reduce  the  load  of    newly  synthesised 
proteins into the ER (RESS). 4) translational repression of secretory proteins  to lower the 






The  aim  of  this  thesis  is  to  investigate  the  unfolded  protein  response  in A. niger,  and  to 
characterise  components  of  this  signalling  pathway.  Understanding  of  the  UPR  is  of 




the  production  of  homologous  proteins  can  reach  up  till  40  g/l,  the  production  of 
heterologous  proteins  is  often  several  orders  of  magnitude  lower.  Expression  of 
heterologous  proteins  often  results  secretion  stress  and  activation  of  the  UPR. 
Understanding of the UPR and other processes in the secretory pathway might ultimately 
lead  to  the  identification  of  bottlenecks  enabling  strategies  to  optimise  of  heterologous 
protein production.  
Chapter  2  describes  the  isolation  of  hacA,  the  gene  encoding  the  transcription 
activator of the A. niger UPR. It is shown that different forms of ER stress result in the same 
response;  the  effect  of  expression  of  t‐PA  or  treatment  of  the  mycelia  with  either 
tunicamycin  or  DTT  is manifested  by  the  induction  of  foldases  and  chaperones  and  the 
processing of hacA mRNA.  It  is  also  shown  that  a  20 nt  unconventional  intron  is  spliced 
from the hacA messenger upon ER stress, and that the 5’UTR looses 230 nt upon secretion 
stress.  Finally  it  is  shown  that hacA  up‐regulates  its  own  transcription  and  that  purified 
HacA protein can bind to promoter fragments of genes encoding foldases and chaperones. 




3  UPREs  of  which  one  resembles  the  in  vitro  selected  binding  site.  In  Chapter  4  the 
regulation of hacA is investigated. The promoter of hacA, and the 5’UTR of the hacA mRNA 
contain  various  elements,  and  influence  of  those  elements  on  the  regulation  of hacA  has 
been studied. The shortening of the 5’UTR of hacA mRNA by 230 nt, as described in Chapter 
3, is here shown to be due to ER stress induced transcription of hacA from a new start site 









































transcription  factor  HacA  plays  a  central  role.  Here  we  report  the  cloning  and 




PA),  and  by  treatment  of  mycelia  with  dithiothreitol  (DTT)  or  tunicamycin.  Over‐
expression of the processed form of hacA not only led to the upregulation of bipA, cypB and 
pdiA, mimicking an UPR, but  also  led  to  the upregulation of  the hacA  gene  itself.  In vitro 
binding assays confirmed that the HacA protein binds to the promoters of genes encoding 






The  endoplasmic  reticulum  (ER)  serves  as  a  folding  compartment  for  membrane  and 




of  unfolded  proteins  in  the  ER.  Cells  respond  to  such  an  accumulation  by  increasing  the 
transcription  of  genes  that  code  for  ER‐resident  chaperones  and  foldases,  thereby 
increasing the folding capacity of the compartment. The signalling pathway involved is part 
of  the unfolded protein response  (UPR)  64,123,150,179. Genome‐wide analysis  in yeast, using 
DNA  micro  arrays,  has  linked  a  large  number  of  genes  to  the  UPR,  with  functions  far 




relieve  a  translational  block.  66,137. HAC1 mRNA  encodes  the  basic  leucine  zipper  (bZIP)‐
type  transcription  factor Hac1p, which  directly  activates  the  transcription  of  UPR  genes. 
Splicing of the yeast HAC1 mRNA occurs in a non‐spliceosomal manner. During ER stress, 
the  intron  borders  of HAC1 mRNA  are  cleaved  by  Ire1p  43,152,  after which  the  exons  are 





chaperone  BiP  8.  Release  of  BiP  triggers  the  dimerisation  and  subsequent  trans‐
phosphorylation of Ire1p, thereby activating the UPR. In animal cells, nearly all the features 
of  the  yeast  UPR  splicing  system  are  conserved,  but  in  comparison  with  yeast  their  ER 
stress pathway appears to be more extensive 148,186. The transcription factor XBP1, which is 
involved  in  the  ER  stress  response  of  Caenorhabditis  elegans  and  mammalian  cells,  is 
activated  through  intron  splicing mediated  by  IRE1,  in  a manner  similar  to  that  seen  in 
yeast.  In  addition,  transcription  of  the XBP1  gene  is  induced  by  ATF6,  an  ER membrane 
associated transcription factor, which is proteolytically released during ER stress 81. 
In this study we focus on the unfolded protein response in the filamentous fungus 
Aspergillus  niger,  an  industrial  production  organism  which  is  capable  of  secreting  large 
amounts of native proteins like glucoamylase. Yields of heterologous proteins, however, are 
often low 2. In order to improve A. niger as a host for homologous and heterologous protein 
production,  a detailed knowledge about  the  functioning of  the  secretion pathway and  its 








Escherichia  coli  strains  TOP10  and  DH5α  (Invitrogen)  were  used  as  hosts  to  propagate 
plasmids.  The  cDNA  library  from  Aspergillus  niger  var.  awamori  strain  UVK143f  was 
constructed in the vector pYES2 (Invitrogen). A. niger N592 (cspA1, pyrA5) was used as the 
recipient  strain  for  transformation, and A. niger N402 (cspA1),  and A. niger D15::pglaA‐t‐
PA#19, which produces  the human  tissue plasminogen activator protein  (t‐PA)  181, were 
used to investigate the UPR under different stress conditions. 
All A. niger strains were grown on minimal media (MM) plates containing per litre 6 
g  NaNO3,  1.5  g  KH2PO4,  0.5  g  MgSO4  ⋅  7  H2O,  0.5  g  KCl,  trace  elements  as  described  by 
Vishniac and Santer 172 and 20 g fructose as a carbon source (pH 6.0). Liquid cultures were 
grown  in  MM  supplemented  with  2  g  casamino  acids  and  5  g  yeast  extract  (CM),  and 
inoculated  with  106  spores/ml  and  incubated  at  30°C.  All  growth  experiments  for 
subsequent  Northern  analysis  were  started  in  fresh  CM media with  1.5  g mycelia  of  an 
overnight  culture.  Except  for A. niger  D15::pglaA‐t‐PA#19, which was  transferred  to MM 
with  20  g  maltodextrin,  for  induction  of  the  glucoamylase  promoter.  ER  stress  was 





A.  niger  protoplasts  were  co‐transformed  according  to  the  procedure  of  Kusters–van 
Someren  et  al.  76  with  (1)  plasmid  pHM50,  which  expresses  the  coding  region  of  hacA 
without the 20 nt unconventional intron (hacAi) under the control of the constitutive gpdA 





































construction of  a gfp­hacAi  fusion,  the hacA ORF was amplified  in  two  fragments  from A. 
niger  cDNA  by  PCR.  Joining  of  the  two  gene  fragments  at  the  PstI  site  resulted  in 
reconstitution of the hacA ORF without its unconventional intron. The primers used in this 


















PstI  site  and  cloned  into pAN52‐1Not. A. niger N592 was  transformed with  the  resulting 
plasmid  (pHM50).  For  expression  in E.  coli  a  construct was  generated  in  the  same way, 
except  that primer P4 was  replaced by primer P5, which  codes  for  a  (His)6  tag  at  the C‐
terminus of the HacA protein. This construct was cloned into pET3d+ (Novagen), and the 
resulting  plasmid  (pHM30Δ3)  was  transformed  into  the  E.  coli  strain  BL21  (DE3)pLysS 
(Novagen). HacA‐(His)6 was purified by FPLC (Amersham Pharmacia Biotech), using a Ni‐




NarI  site,  and  cloned  into  pAN52‐1Not.  Subsequent  ligation  of  the  pyrA  gene  into  this 
plasmid  resulted  in  pHM52Δ4, which was  used  to  transform A. niger  N592. Maps  of  the 
plasmids used in this study are shown in Figure 2. 
Figure  1.  Schematic  representation  of  hacAu mRNA  with  its  main  features.  The  locations  of 































(BIO  101  Savant),  and  total  RNA  was  isolated  using  the  RNeasy  plant  total  RNA  kit 
(Qiagen). For Northern analysis 10 μg aliquots of  total RNA were  fractionated on a 1.5% 
(w/v)  agarose‐formaldehyde  gel  and  blotted  onto  a  Hybond  N  membrane  (Amersham 
Pharmacia  Biotech).  To  generate  probes,  DNA  fragments  were  α‐32P‐labelled  using  the 
Prime‐It  II  labelling  kit  (Stratagene),  and  the  probes  were  purified  on  Biogel  P30  spin 
columns  (Biorad).  Northern  hybridisations  were  performed  at  42°C  in  50%  formamide 










onto  pure  nitrocellulose  membranes  (Biorad)  for  Western  blot  analysis.  Protein 
concentrations were determined according to Bradford 9 using BSA as a standard. Western 
analysis was performed using standard procedures 141. Membranes were incubated in 100 
ml TN  (50 mM TRIS‐HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0)  containing 5 g  low  fat milk powder and 
polyclonal  antibodies  specific  for  BIPA,  CYPB,  and  PDIA.  Immunoreactive  proteins  were 




Genomic  DNA  for  Southern  analysis  was  isolated  by  adding  extraction  buffer  (100  mM 
TRIS‐HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 1mM DTT, 35 mM SDS) to ground mycelium. 
After 10‐min incubation at 65 °C, mycelium debris was separated by centrifugation, and the 
DNA  in  the  supernatant  was  precipitated  with  isopropanol.  The  DNA  pellet  was 
resuspended  in  H2O  and  incubated  with  DNase‐free  RNase  (Roche  Molecular 
Biochemicals).  For  each digest 10 µg of  genomic DNA was  incubated over night  at 37  °C 
with either 20 U of either NotI or NcoI endonuclease. The reactions were fractionated on a 


































Mycelium  samples  were  examined  by  fluorescent  microscopy  on  a  Polyvar  microscope 
(Reichert‐Jung)  coupled  to  a  cooled CCD digital  camera,  using FITC  filters. Pictures were 







The  gene  encoding  the  transcriptional  activator  of  the  unfolded  protein  response  in  A. 
nidulans, hacA  , has previously been cloned based on its homology to the HAC1 gene of S. 
cerevisiae 140. The A. nidulans hacA sequence was used in this study as a probe to facilitate 
cloning  of  the  corresponding  gene  from  a  cDNA  library  derived  from  the  A.  niger  var. 
awamori strain UVK143f. Several positive clones were obtained, and sequencing of their 5’ 
ends  revealed  that  they were  indeed  derived  from  a  homologue  of  the A. nidulans  hacA 
gene. Based on the DNA sequence, primers were designed, and a 6.2‐kb genomic fragment 




In  S.  cerevisiae,  an  unconventional  252‐bp  intron  is  spliced  from  the HAC1 mRNA 
during UPR, whereas a much shorter (26‐bp) intron is excised from the mammalian XBP1 
mRNA under  similar  conditions  12,22. The hac1/hacA  genes  from T. reesei  and A. nidulans 


















Moreover,  a  strong  secondary RNA  structure was predicted  for  the  intron  region  and  its 
flanking sequences. The structure of the conserved intron borders—organised in two loops 























Figure  3.  Structure  and  context  of  the  hacA unconventional  intron.  (A)  Predicted  secondary 
structure of the A. niger hacA intron, the 5’‐end of the hacAi mRNA, the 5’ and 3’ border of the S. 
cerevisiae  HAC1  intron,  and  the  mammalian  XBP1  intron,  respectively  at  the  RNA  level.  The 
intron sequences are shown in lower case letters, and the arrows indicate the cleavage sites. (B) 




































from A. niger, A. nidulans  and A.  fumigatus. Only  the DNA binding domains of  the S.  cerevisiae 
Hac1p  and  the  T.  reesei  Hac1  proteins  are  shown.  (A)  The  putative  DNA  binding  domain  is 












73% and 80% identical  to  its orthologues  from A. nidulans and A.  fumigatus,  respectively 
(Fig. 4a). HacA belongs to the bZIP type family of transcription factors, which typically have 
a  leucine‐zipper  dimerisation motif  downstream  of  the  DNA‐binding  domain.  In A. niger 
HacA there are six amino acids (L, M, L, M, L and L) that could potentially form the leucine 
zipper. 







One  of  the  key  steps  in  activation  of  the  UPR  pathway  in  yeast  and  mammals  is  the 




(2)  treatment  of  mycelium with  DTT,  and  (3)  treatment  of  mycelium with  tunicamycin. 
DTT  and  tunicamycin  are  both  known  to  be  chemical  inducers  of  the UPR.  Tunicamycin 
provokes the UPR by inhibiting the core oligosaccharide addition to nascent polypeptides 
in  the ER,  thereby blocking proper  folding  and  transit  through  the ER  122.  As  a  reducing 
agent,  DTT  disrupts  the  oxidising  environment  of  the  ER,  preventing  the  formation  of 
disulphide  bonds.  Tissue  plasminogen  activator  (t‐PA)  is  a  serine  protease which,  when 
activated by fibrin, itself activates plasminogen, enabling the dissolution of blood clots. Low 
expression levels have hampered efforts to produce useful amounts of t‐PA in various host 
organisms, and  in A. niger  it has been used as a model protein  to assess  the problems of 
heterologous  protein  expression  181.  Since  expression  of  t‐PA  in  A.  niger  leads  to  the 
transcriptional  upregulation  of  genes  encoding  the  ER  chaperones  and  foldases  BIPA, 



































Figure  5.    Northern  hybridization  analyses  showing  the  effects  of  ER  stress,  imposed  by 
treatment of cells with DTT or tunicamycin (TM) and by the expression of a heterologous gene 
(D15::pGLA‐t‐PA),  on  the  expression  of hacA,  bipA,  cypB,  and  pdiA.  The  time  in minutes  after 
induction  is  indicated  above  the  lanes.  The  two  hacA  mRNA  species  that  were  present  after 





To  examine  the  UPR  induced  by  the  synthesis  of  t‐PA,  or  by  treatment  with  DTT  or 
tunicamycin, Northern hybridisation was performed on total RNA isolated from mycelia of 
such  cultures.  A  cDNA  fragment  comprising  the  region  from  the  start  codon  up  to  the 
unconventional  intron  was  used  as  a  probe  to  detect  hacA  mRNA.  Northern  analysis 
showed  that  a  second,  smaller  hacAi  mRNA  transcript  emerged within  30 minutes  after 
exposure of the mycelium to DTT, and this coincided with a decrease in the intensity of the 
hacAu band (Fig. 5). Together with the appearance of the smaller hacAi mRNA, upregulation 
of  the ER chaperone‐encoding gene bipA  168, and the  foldases‐encoding gene pdiA  104 was 
observed. Although some fluctuations in the mRNA levels for the ER foldases CypB 27 were 
observed,  its  expression  was  not  obviously  affected  by  the  DTT  treatment.  In  contrast, 
tunicamycin treatment had a profound effect on the expression of cypB, and led to a seven‐
fold  upregulation  within  4  h  (phosphor‐imager  data,  results  not  shown).  Like  DTT 
treatment,  tunicamycin  treatment  also  led  to  the  appearance  of  the hacAi  band,  and  the 
simultaneous upregulation of bipA and pdiA, although the effect appeared later than in the 

















Splicing  of  the  20‐nt  non‐conventional  intron  upon UPR  induction was  demonstrated  by 
comparative  analysis  of  the  cDNA  and  genomic  sequences.  However,  this  splicing  event 
alone  cannot  account  for  the  difference  in  size  between  the  hacAu  and  hacAi  transcripts 
observed by Northern analysis. Sequence analysis of the clones obtained from the A. niger 
cDNA  library  indicated  that hacAi might also be  truncated at  the 5’‐end relative  to hacAu. 














after  UPR  induction  (Fig.  5).  A  gene‐specific  primer,  located  downstream  of  the 
unconventional  intron, was used  to  amplify  the hacA  cDNA.  A  single  band was obtained 
from  a mycelial  sample  harvested  before  induction.  Two  bands were  obtained  from  the 
sample harvested after  induction;  the  larger of  these two bands had the same size as  the 
fragment  obtained  before  induction.  This  is  in  agreement  with  the  Northern  blot  data, 
which  indicated  that  two  hacA mRNA  species  (hacAu  and  hacAi)  were  present  4  h  after 











Sequence  analysis  of  the  smaller  fragment,  obtained  from  the  induced  sample  (hacAi), 
revealed  that  its 5’‐end  lies 230 nt  further downstream, only 74 nt upstream of  the hacA 
start codon (Fig. 6). Furthermore, the unconventional 20‐nt intron was not present in these 
fragments, confirming that splicing had taken place. The part removed from the 5’UTR of 
hacA  contains  a  short  ORF  encoding  a  44‐amino  acid  peptide. Although  it  is  not  known 








DTT  treatment  or  tunicamycin  treatment,  the  hacA  coding  region  was  cloned  in  an 







integrant N592::pHM50#2.  These  results  were  confirmed  by Western  analysis  (Fig.  8b), 
and are analogous to the results obtained upon treatment with tunicamycin and induction 
of  t‐PA expression. Quantification of  the hacAu mRNA by phosphor‐imager analysis  (data 
not  shown)  revealed  four‐  and  two‐fold  higher  signals  in  N592::pHM50#1  and 
N592::pHM50#2,  respectively,  compared  to wild  type.  This  up‐regulation  of  hacAu upon 
over‐expression  of  hacAi  suggests  that,  under  UPR  conditions,  transcription  of  the  hacA 
gene is up‐regulated by its own gene product. 























foldases  occurs  synchronously  with  processing  of  hacA mRNA  during  ER  stress.  Similar 
results were obtained without secretion stress upon over‐expression of hacAi,  suggesting 
that HacA is the factor responsible. Whether HacA indeed binds to the promoters of these 
up‐regulated  genes  was  studied  in  vitro  by  EMSA.  Purified  HacA  protein  was  used  to 
evaluate binding to the promoters of bipA, cypB, pdiA and hacA itself, and to the promoters 
of  two  additional  ER  foldase‐encoding  genes,  prpA  and  tigA.  prpA  is  homologous  to  the 
protein  disulfide  isomerase  gene  pdiA,  and  it  was  shown  to  be  up‐regulated  during 
heterologous protein biosynthesis  174. The product of  tigA also belongs  to  the PDI  family, 
and its transcription is induced upon treatment with tunicamycin 62. The promoter of cypA, 
which  encodes  a  cytoplasmic  cyclophylin  26,  was  used  as  a  negative  control. Band‐shifts 
were  observed  for  all  the  ER‐specific  promoters  (Fig.  9).  Interestingly,  binding was  also 
observed with a hacA promoter fragment. This is in accordance with the finding that over‐
expression of hacAi leads to up‐regulation of hacAu. 
Figure 8.    Effects  of  over‐expression  of  hacAi on  the  expression  of bipA,  cypB,  and  pdiA.  (A)
Northern  analysis  showing  the  effect  of  over‐expression  of  hacAi  in  A.  niger.  Probes  used  in 
hybridisations are indicated on the left. (Lanes: wt, wild‐type A. niger strain N592; #1, A. niger 
strain N592::pHM50#1; #2, A. niger strain N592::pHM50#2). The arrows indicate the two hacA 
mRNA  species  hacAu  and  hacAi.  Note  that  the  exposure  time  for  the  hacA  blot  was  reduced 
relative to that used for Fig. 5, due to the high expression level in strain #2. (B) Western analysis 


















Analysis  of  HacA  using  the  PSORT  II  program  (http://  psort.nibb.ac.jp/)  identified  two 
putative  Nuclear  Localisation  Signals  (NLSs),  a  putative  monopartite  NLS  (PVKKRKS 
comprising  amino  acid  residues  49–  55),  and  a  putative  bipartite  NLS 
(RKRAKTEDEKEQRRIER, amino acid residues 70– 86). The putative bipartite NLS is located 
in the DNA‐binding domain. To examine the cellular localisation of HacA, a hybrid gfp­hacA 
construct  was  made,  consisting  of  the  hacAi  ORF  fused  to  the  3’‐end  of  the  gfp  ORF. 
Fluorescence microscopy of N592::pHM52D4, which expresses gfp­hacAi under control of 





Figure 9.    Electrophoretic mobility  shift  analysis  (EMSA)  showing  the  binding  of  the A. niger
HacA  protein  to  the  promoters  of  genes  encoding  ER  chaperones  and  foldases,  and  to  the 
promoter  of hacA  itself  (c,  protein‐DNA  complex;  fp,  free  probe).  Lanes:  1,  PbipA;  2  PcypB;  3, 










The  HacA  proteins  from  A.  niger  and  A.  nidulans  are  very  well  conserved  and  are  73% 
identical.  The  putative  HacA  from  A.  fumigatus  found  in  the  TIGR  genome  database 
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/afu1/)  is  80%  identical  to  the  A.  niger  HacA.  The  DNA‐








bZIP proteins,  it has been shown that nearly all  features of  the yeast splicing pattern are 
conserved  in  mammals  186.  However,  in  contrast  to  HAC1,  which  is  transcribed 
constitutively,  XBP1  is  expressed  at  low  levels  and  the  mRNA  is  translated,  since  no 
inhibitory secondary structure can be  formed. Furthermore, activation of  the mammalian 
UPR  involves  two  transcriptional  activators,  ATF6  and  XBP1.  Activation  starts  with  the 
proteolytic release of ATF6 from the ER. ATF6 then up‐regulates transcription of genes for 




The  similarity  between  the  A.  niger  HacA  and  the  yeast Hac1p  is  confined  to  the  DNA 
binding  domain,  and  no  significant  homology  could  be  found  between  the  Aspergillus 
protein and its mammalian orthologue XBP1. Despite these differences, our analysis of the 
regulation of  the A. niger HacA  indicates  that  it  shares  features of both  the yeast and  the 
mammalian equivalents, and might even possess features that are specific for the UPR of A. 
niger and other filamentous fungi. 














nidulans  and T.  reesei  140,  and data presented  in  this  paper  for A. niger,  indicate  that  the 
hacAu  mRNA  undergoes  an  additional  modification  in  these  fungi.  In  addition  to  the 
unconventional  intron‐splicing  event  induced  by  ER  stress,  the  5’UTR  of  hacA mRNA  is 
truncated. A 230‐nt segment is removed, which contains an ORF with the capacity to code 
for  44  amino  acids.  The  5’UTR  of  the A. nidulans hacA  gene  contains  an  uORF  for  seven 
amino acids, and the T. reesei hac1 gene contains one uORF for 18 amino acids and one for 
two  amino  acids  140.  The  presence  of  these  uORFs  suggests  the  involvement  of  a 
translational  control  mechanism.  Translational  control  is  often  associated  with  short 
upstream ORFs  in  the  5’UTRs  of mRNAs  90.  Indeed  translation  of  the yeast  transcription 
factor Gcn4p is controlled by four uORFs 59, and translational control of the synthesis of the 
transcription factor ATF4, which is involved in the mammalian stress responsive pathway, 
is dependent on  two uORFs  51. The mechanism responsible  for  the  truncation of A. niger 
hacA mRNA  upon  ER  stress  is  still  unknown.  Our  results  revealed  sequence  similarity 
between  the  truncation  site  in  the  5’‐portion  of  hacA  mRNA  and  the  borders  of  the 
unconventional  intron  (Fig.  3).  However,  no  RNA  secondary  structure  incorporating  the 
putative truncation site in a stable stem‐loop could be predicted for the region around the 





A.  niger  HacA  is  most  probably  involved  in  the  upregulation  of  its  own  gene,  as 
purified  HacA  protein was  able  to  bind  to  the  hacA  promoter  (Fig.  9)  Moreover,  over‐
expression of hacAi not only led to up‐regulation of bipA, cypB and pdiA, but also led to the 













































the  transcription  start  site  of  the  gene  (<  81  bp),  and  corresponds  to  the  sequence 
CAN(G/A)NTGT/GCCT. The UPRE  is a partly palindromic sequence around a dispensable 
spacer  nucleotide,  followed  by  four  highly  conserved  bases.  By  an  in  vitro  selection 







Filamentous  fungi,  such  as Aspergillus  and Trichoderma  species  are  important  industrial 
production  organisms  due  to  their  ability  to  secrete  large  amounts  of  native  proteins. 
Expression of heterologous proteins is however often hampered by low expression yields 
47. Although several strategies such as gene fusions, the development of protease deficient 
host  strains,  and  co‐over‐expression  of  foldases  have  sometimes  improved  the  yields  of 
some heterologous proteins, in other cases no improvement was found 18. A more detailed 
insight  in  the  fungal  secretory pathway may  lead  to  the  identification of bottlenecks and 
problems in heterologous protein production. 
In  eukaryotic  cells,  newly  synthesised  secretory  and  transmembrane  proteins  are 
folded  and  assembled  in  the  endoplasmic  reticulum  (ER).  The  ER  provides  an  oxidising 
environment in which protein folding is assisted by a number of molecular chaperones and 
folding enzymes 39,56. Protein folding in the ER can be compromised by several endogenous 
and  exogenous  factors  like  changing  environmental  conditions,  cell  differentiation, 
chemical  insult,  pathogenic  infections,  and  expression  of  heterologous  proteins  138.  This 










The  UPR  pathway  has  been  well  characterised  in  Saccharomyces  cerevisiae.  Three  key 








with  the  molecular  chaperone  BiP  8,115.  Release  of  BiP  triggers  the  dimerisation  and 
subsequent  trans‐phosphorylation  of  Ire1p,  thereby  activating  its  RNaseL  like 




Although  the  pathway  is  much  more  elaborate  in  higher  eukaryotes,  the  central 
activation step of the transcriptional activator of the UPR by unconventional splicing of its 
mRNA has been conserved  191. Also  in  the  filamentous  fungi Aspergillus niger, Aspergillus 
nidulans  and  Trichoderma  reesei,  activation  of  the  UPR  involves  unconventional  intron 
splicing  from  the  hacA/hac1  mRNA.  However,  in  addition  to  the  unconventional  intron 










elements,  ERSE1  corresponding  to  CCAAT‐N9‐CCACG  136,185,  and ERSE2  corresponding  to 
ATTGG‐N9‐CCACG  74  are  targets  for  both  ATF6  and  XBP1.  In  Aspergilli,  an  UPRE‐like 
consensus sequence has not been characterised thus far, but several UPR responsive genes 
have  been  cloned,  mostly  encoding  ER  localised  protein  foldases.  The  transcriptional 
behaviour  of  these  genes  upon  ER  stress  indicates  the  presence  of  an  UPRE  in  their 
promoters. Among them are the A. niger genes bipA, encoding a molecular chaperone, cypB 






number  of  genes  to  the  UPR,  affecting  virtually  every  stage  of  the  secretory  pathway 
89,154,160. The breadth of  the UPR emphasises  the necessity  to understand  the pathway  in 
detail,  in  order  to  be  able  to  optimise  the  fungal  secretory  pathway  for  heterologous 
protein production.  
In  this  paper,  we  describe  the  identification  and  characterisation  of  Aspergillus 
UPREs  in  the promoters  of  five ER  resident  chaperones/foldases and  in  the promoter  of 













































A  fragment  encoding  the  first  214  amino  acids  of  HacA  (HacA(1‐214))  was  PCR  amplified 
from hacAi  cDNA using primers P6 and P7  (hacAi  refers  to  the  induced  form of  the hacA 
transcript, which lacks the 20 nt unconventional intron. hacAu refers to the unspliced, and 
therefore the uninduced form of the hacA mRNA). A C‐terminal (his)6‐tag was included for 
purification  purposes.  After  sequencing  of  the  construct,  a  NcoI­BamHI  fragment  was 
ligated into plasmid pET3d (Novagen). E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen) was transformed 
with the resulting plasmid to express the truncated HacA protein. The protein was purified 
under  native  conditions  by  affinity  chromatography  using  Ni‐NTA  agarose  columns 




Oligonucleotide  primers  were  annealed  in  10  mM  TRIS‐HCl  (pH  7.5)  containing  100mM 
NaCl, by heating the mixtures to 95°C and cooling them down to room temperature. 1 pmol 
of  annealed  oligo  was  end‐labelled  with  γ‐32PATP  using  T4  Polynucleotide  Kinase  (New 
England Biolabs), and purified on Biogel P30 spin columns (BioRad). Binding reactions (20 
μl)  were  performed  in  the  following  binding  buffer:  25  mM  TRIS‐HCl  (pH  8.0),  5  mM 
dithiothreitol,  100  mM  KCl,  4  mM  spermidine,  0.1  μg/μl  poly[d(I‐C)],  0.25%  BSA,  5% 
glycerol, and included 1nM labelled probe, and variable amounts of purified HacA protein. 





Binding  reactions  were  performed  as  described  before,  with  random  oligo  P8  and  the 
partly  random  oligonucleotide  P9.  The  complementary  DNA  strand  on  both  oligos  was 
generated  in  a  Klenow  reaction  together  with  oligo  P11.  To  ensure  stringent  selection 
conditions,  10  nM  of  the  cypB  UPRE  oligo  was  included  in  the  binding  reaction.  After 








P11. The amplified material was  then used  in a next  cycle of  selection and amplification. 




The  apparent  dissociation  constant  (Kd)  between  HacA  and  the  various  UPREs  was 
calculated  from  DNA  gel  band  shift  reactions.  At  equilibrium  the  concentration  of  free 
protein when  half  of  the  probe  is  complexed,  is  equivalent  to  the  apparent Kd  133.  Probe 
concentrations were  1  nM  in  all  assays,  and  protein  concentrations  varied  from  5  nM  to 






the cypB promoter containing  the putative UPRE. Mutations were  introduced  in  the cypB 
UPRE  by  site  directed  mutagenesis  using  primers  P12  (mutation  6T C)  and  P13  (the 





Genomic  DNA  for  Southern  blot  analysis was  isolated  by  adding  800  μl  buffer  (100 mM 
TRIS‐HCl (pH 8.0), 50 mM EDTA, 1 mM DTT, 35 mM SDS) to ground mycelium. The DNA was 
purified by phenol‐chloroform extraction according  to  standard procedures  141. The DNA 
pellet  was  resuspended  in  H2O  and  incubated with  DNase  free  RNase  (Roche Molecular 
Biochemicals). For each digest 10 µg of genomic DNA was incubated 6 h at 37°C with 20U 





A.  niger  AB4.1  reporter  strains  were  grown  overnight  at  30°C  in  minimal  medium 
supplemented with 0.2% w/v yeast extract. Aliquots of 1 g wet mycelium were transferred 
to  100 ml  fresh medium  and  the  cultures were  incubated  for  3  h  before  provoking  ER‐
stress  by  the  addition  of  either  20  μg/ml  tunicamycin  or  20  mM  DTT.  Samples  from 















inserting  the  highest  and  lowest  values  of  the  68%  confidence  interval  of  both  the  p‐
nitrophenol and the protein determination in the equation for the unit determination. Two 









band  shift  experiment  with  HacA  101.  Promoter  deletion  analysis  narrowed  down  the 
location of the cypB UPRE to a 120 bp region flanking the 5’‐end of the cypB gene (data not 
shown).  Since  the HacA  homologues  from A. niger, A. nidulans  and Aspergillus  fumigatus 












Figure  1.  Identification  of  putative  Unfolded  Protein  Response  Elements  (UPREs)  from 
Aspergilli.  (A)  Alignment  of  conserved promoter  regions  that  shared  sequence  similarity with 
the A. niger cypB UPRE. Alignments are triple wise among the homologues of three Aspergilli; A. 
niger  (A.nig),  A.  nidulans  (A.nid),  and  A.  fumigatus  (A.fum).  Numbers  beside  the  sequences 








To  identify putative UPREs  in  the promoters of bipA, pdiA, prpA,  tigA  and hacA,  a  similar 




Each  set  of  homologous promoters  from  the  three Aspergilli was  analysed  for  the 
presence  of  conserved  blocks  using  the  program  MACAW  145.  Conserved  boxes  with 
similarities  to  the cypB UPRE were  found  in all promoters (Fig. 1A). Outside these boxes, 
the  sequence  identity  is much  lower,  which  is most  obvious  from  the  alignments  of  the 
cypB  and  tigA  promoter  regions.  EMSA  showed  that  all  sequences  identified  as  potential 
UPREs  were  bound  by  HacA  (Fig.  2B).  Interestingly,  two  putative  UPREs  (indicated  as 
hacA1 and hacA2) were identified in the promoters of the hacA homologues (Fig. 1A). The 
fact  that both UPREs are well  conserved among  the  three Aspergilli,  and  the observation 
that both A. niger hacA UPREs are bound by HacA in vitro (Fig. 2B), could indicate an in vivo 
function  for  both  boxes.  (The  third  UPRE  in  the  hacA  promoter,  hacA3,  was  discovered 
later, and will be discussed separate,  later on  in  the results  section). Figure1B shows  the 
alignment  of  the  seven A. niger  UPREs  identified  in  this  study.  The  consensus  sequence, 
CAN(G/A)NTGT/GCCT,  uncovered  by  this  alignment  shows  similarities  with  the  S. 
cerevisiae UPRE. The S. cerevisiae KAR2 UPRE, CAG(C)GTG, is a partly palindromic sequence 








The  alignments  shown  in  Figure  1  revealed  that  the  UPREs  are  remarkably  well 
conserved among homologous genes across the species boundary, whereas more variation 
occurs among  the UPREs of  the different UPR regulated genes within a  single Aspergillus 
species. For example,  the 34 bp regions containing  the UPREs of  the pdiA, prpA,  and  tigA 
homologues (Fig. 1A) share 68%, 50%, and 38% identical residues, respectively. However, 



































we assessed  the effect of 14 mutations at different positions  in  the cypB UPRE (Table 2). 
The  mutations  1C A  and  2A C,  both  located  in  the  left  half‐site  of  the  imperfect 
palindrome, resulted in a 2.5‐fold decrease and a 2‐fold increase in binding, respectively. In 
contrast,  mutation  of  the  palindromic  residues  in  the  right  half‐site  of  the  imperfect 
palindrome completely abolished binding (mutations 6T C, 6T G and 7G T). As stated 
before,  most  S.  cerevisiae  UPREs  have  a  spacer  nucleotide,  usually  a  C,  interrupting  the 
palindrome. At the corresponding position in the UPRE of Aspergillus, usually a G or an A is 
present.  Although no T was  found  at  the  position  of  the  spacer  nucleotide,  the mutation 
Figure 2. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) showing the binding of the A. niger HacA 
to  34  bp  oligonucleotides  encompassing  the  identified  UPREs.  The  binding  reactions  were 
performed with 200 nM HacA protein and 1 nM 32P‐labelled probe. (A) Specific binding of HacA 









4G T  resulted  in  a  substantial  increase  in  binding  of  the  cypB  UPRE.  Position  8  in  the 
Aspergillus UPRE is occupied by either a T or a G (Fig. 1B), and mutation 8G T in the cypB 
UPRE  only  had  a  minor  effect  on  binding.  However,  binding  was  completely  abolished 
when this residue was mutated to a C. Changes in the last three conserved residues (CCT) 
had dramatic effects. Binding is lost by the mutation 9C A, and weakened substantially by 



























Binding  site  selection  is  a  rapid method  to  isolate  oligonucleotides with  high  affinity  for 
DNA binding proteins  128. To determine  the optimal binding  site  for HacA,  a binding  site 
selection strategy was employed. Binding reactions were performed with a 74 bp double‐
stranded oligonucleotide  including 25 bp  flanks  for PCR amplification. The  central 24 bp 
were partly randomised. Bases which were conserved in all A. niger UPREs (1C, 6T, 7G, 9C, 
10C  and  11T)  were  kept  at  their  original  positions  (cf  Fig.  1B  and  P9  in  Table  2).  The 
experiment was performed in parallel with a double stranded oligonucleotide for which the 








panel; Sequences selected with  the partly random oligonucleotide P9. The  fixed nucleotides  in 
this probe, representing the conserved bases in the A. niger UPREs (cf Fig. 1B), are depicted in 
italics and are not accounted for in the alignment. Lower panel; Sequences selected with random 
oligo  P8.  Below  the  alignment  are  indicated  the  nucleotides most  frequently  present  at  each 
position (more than 60%). The bases included in the conserved core are numbered analogous to 
Figure 1. Note that residue nr. 4, the spacer nucleotide is absent. (B) EMSA showing the binding 









 Interestingly,  a  perfect  palindromic  sequence,  CACGTG,  was  present  in  nearly  all  cases. 
Strikingly, a spacer nucleotide between the two palindromic half‐sites was absent in all of 
the  selected  oligos.  Besides  the  lack  of  a  spacer  nucleotide  and  its  perfect  palindromic 
nature,  the  selected  box  (further  referred  to  as  BSS  for  binding  site  selection  sequence) 
resembles the UPREs found in A. niger. The palindromic nucleotides CA and TG at positions 
1‐2 and 6‐7 respectively, were found both in the UPREs and in the BSSs. Position 8 in the 
BSS  are  in  all  cases  occupied  by  either  a  G  or  T  nucleotide,  similar  to  position  8  in  the 
UPREs. Furthermore, the conserved stretch CCT at position 9‐11 in the A. niger UPREs, was 
also frequently found in the BSSs. At position –1, directly preceding the palindromic core, 









Based on  the above  findings,  five mutations were  introduced  in  the cypB UPRE  to 
change  its  partly  palindromic  core  towards  the  BSS  consensus  sequence  (Fig.  3B,  bp 
number 1‐5). The binding properties of  this BSS were compared with  the wild  type cypB 







The  UPRE  isolated  by  binding  site  selection  lacked  a  spacer  nucleotide,  and was  bound 
stronger by HacA than the cypB UPRE (Fig. 3B). Promoter sequences of A. niger, A. nidulans 
and A. fumigatus were therefore analysed for the presence of BSS‐like UPREs. Surprisingly, 
such  an  UPRE was  found  in  the  hacA  promoter  itself  (Fig.  1).  Like  the  other  UPREs,  its 
sequence  and  position  in  the  promoter  is  highly  conserved  among  the  3  Aspergilli.  Its 
consensus sequence is CACCTGTCCT, which is nearly identical to the BSS, and like the BSS 






Figure 4  shows  a  typical  pattern  of  an EMSA obtained with  increasing  concentrations  of 
HacA protein and 1 nM cypB UPRE. Below the EMSA is a graph where the saturation (R) is 






















foldases.  Whether  this  reflects  a  physiological  role  remains  to  be  investigated. 
Interestingly, the hacA3 UPRE and the BSS, which both lack the spacer nucleotide, have the 
lowest Kd  values of  the UPREs  that were analysed here. Compared  to  the cypB UPRE  the 
artificial  BSS  UPRE  has  a  drastically  increased  binding  affinity.  Five  mutations  were 





















binding  in DNA  gel  shifts  (cf  Table  2),  'pUPRE‐bss',  containing  the  binding  site  selection 
box, and 'pUPRE‐bss5x', containing the binding site selection box repeated five times (head 
to tail) in the cypB promoter. A. niger AB4.1 transformants having the reporter construct as 
a  single  copy  integrated  at  the  pyrG  locus were  selected  by  Southern  analysis  (data  not 
shown). The reporter strains were grown in liquid media, ER stress was provoked by the 






construct  pUPRE  integrated  at  the  pyrG  locus.  Intracellular  β‐glucuronidase  activity  and 
standard  errors  were  determined  as  mentioned  in  the  Experimental  procedures.  ‐A.  niger 







Compared  to  A.  niger  AB4.1::pUPRE‐wt,  the  basal  expression  level  was  elevated 
considerably in the reporter strains carrying either pUPRE‐bss or pUPRE‐bss5x (Fig. 5A). A. 
niger  AB4.1::pUPRE‐mut  on  the  other  hand,  exhibited  a  slightly  lower  basal  activity 
compared  to  the  pUPRE‐wt.  Upon  ER  stress,  triggered  by  tunicamycin  or  DTT,  the  β‐
glucuronidase  activity  increased  significantly  in  strains  carrying  pUPRE‐wt,  pUPRE‐bss, 
and pUPRE‐bss5x. The effect was most pronounced for pUPRE‐bss5x, followed by pUPRE‐
bss and pUPRE‐wt. No response was observed for pUPRE‐mut, neither on tunicamycin nor 
on DTT. pUPRE‐bss5x showed the  largest  increase  in activity, both with  tunicamycin and 
DTT. This indicates that the effect of at least some of the additional copies of the UPRE in 
this promoter is cumulative. In all cases, DTT gave a stronger response than tunicamycin. 
Tunicamycin  specifically  provokes  ER‐stress  by  inhibiting  N‐glycosylation  of  newly 
synthesised  proteins,  thereby  blocking  their  folding  and  transit  through  the  ER  122.  DTT 
acts  more  generally  by  disrupting  the  oxidising  environment  of  the  ER  and  thereby 





The  consensus  UPRE  of  A.  niger  was  found  to  be  a  partly  palindromic  sequence,  and  a 
perfect  palindromic  box was  isolated  by  a  binding  site  selection  approach.  Furthermore, 
HacA  exhibits  features  typical  for  the  family  of  basic  leucine‐zipper  type  transcription 






Figure 6. EMSA  showing  that HacA  binds  in  vitro to 
DNA  as  a  homodimer.  (wt),  the  full  length  HACA‐








proteins,  had  different migration  rates  but  possessed  approximately  the  same  intensity, 
which  indicates  similar binding properties. When both HacA proteins were added  to  the 
same binding reaction an additional complex of an intermediate size was formed, as judged 
by the EMSA analysis (Fig. 6). This complex corresponds to a dimer  formed between one 
full  length  and  one  truncated molecule  of  HacA,  confirming  that  it  functions  as  a  dimer. 
Since  the distribution of  the  three complexes  is also as expected, approximately 25% full 
length HacA dimer, 50% full length HACA/truncated HacA dimer, and 25% truncated HacA 




Figure  7.  Schematic  representation  of  the  position  of  the  A.  niger UPREs  in  relation  to  the 
putative  transcription  start  site,  and  the  ATG  codon  of  the  corresponding  gene.  Numbers 
indicate the position of the transcription start, and the position of the conserved C at position 1 
of the UPRE (cf Fig. 1) relative to the ATG codon. The transcription starts are indicated by black 





















































of  the  spacer  nucleotide,  which  in  the  UPRE  of  S.  cerevisiae  most  frequently  is  a  C 
nucleotide, and Hac1p prefers a specific spacer nucleotide in the order C>G>A>T 95. In the 
A. niger UPREs, however, a G or an A was present as spacer nucleotide, given the situation 
in  Figure  1  in  which  the  majority  of  the  aligned  UPREs  are  shown  in  their  natural 
orientation. Moreover, the mutation 4G T of the spacer nucleotide in the cypB UPRE led to 
significantly  increased  binding  (Table  2),  this  in  contrast  to  the  order  of  preference 
reported for the S. cerevisiae Hac1p. 




fumigatus as well  (Fig 1). The  importance of  these nucleotides  for binding of HacA to the 
UPRE, was shown by mutational analysis of the cypB UPRE, demonstrating that mutations 





13%  of  the  wild  type  level,  and  introduction  of  two  or  more  C  bases  between  the 




nucleotide,  we  demonstrated  that  despite  the  lack  of  it,  the  binding  site  selection  box 
operates as a physiologically relevant cis‐acting element when introduced in A. niger (Fig. 
5). This suggests that an UPRE without a spacer nucleotide could be of biological relevance, 
and  several  other  findings  strengthen  this  hypothesis.  Firstly,  the  hacA  promoter  itself 




having  lower Kd values  than  the  other UPREs  studied here.  Therefore, mutation  analysis 
should be carried out, to determine the contribution of the different UPREs, and especially 





lacks  the  spacer  nucleotide  (cf  Fig.  1).  Except  for  the  missing  spacer  nucleotide,  its 
sequence (from –7 to +17) is identical to its homologues from A. niger and A. fumigatus. The 





as  CCA(A)GTGTCCT,  but  more  likely  without  a  spacer  nucleotide  as  CAAGTGTCCT. 
Furthermore,  the  fact  that  the  A.  nidulans  tigA  UPRE  only  in  the  latter  case  possesses 
palindromic  residues  (Fig.  1A)  suggests  that  the  situation without  a  spacer  nucleotide  is 
more  likely. However, mutational analysis should be carried out  to unambiguously prove 
the  lack of a spacer nucleotide in the tigA UPRE. Combined,  these findings strongly argue 
for  the  dispensability  of  the  spacer  nucleotide,  and  the  biological  relevance  of  such  an 
UPRE. 
The  UPREs  from  A.  niger,  A.  nidulans  and  A.  fumigatus,  are  remarkably  well 
conserved among homologous genes across the species, while more sequence variation is 
present  among  the  UPREs  of  different  genes  from  A.  niger  (Fig.  1).  The  dissociation 
constants  (Kd)  between  several  of  the  A.  niger  UPREs  also  vary  significantly  (Table  3). 




In  addition,  the  basal  expression  level was  decreased  by  a mutation  that  inactivated  the 
UPRE  (Fig.  5).  This  suggests  that  under  conditions  not  considered  as  stress,  the 
transcription of UPR target genes is still, to some extent, regulated by the UPRE, implying 
the presence of a small amount of active HacA protein. An alternative hypothesis  implies 
involvement  of  another,  yet  unknown,  transcription  factor  that  would  also  bind  to  the 
UPRE in A. niger.  
The relative binding affinity of  the BSS UPRE is approximately 50‐fold higher than 
the  cypB  UPRE  (Table  3),  and  this  difference  seems  not  to  be  reflected  by  the  reporter 
assays (Fig. 5B and C). However, a plausible explanation could be that in cells stressed with 
either DTT or  tunicamycin,  the  ratio of HacA molecules over UPRE  targets might be  that 
high,  that  the system is operating with an HacA concentration above  the Kd values of  the 
different  UPREs.  In  such  a  situation,  UPREs  with  different  binding  affinities  would  be 
occupied by HacA  for comparable periods of  time (cf Fig. 4), and therefore result  in only 
minor differences in expression levels (Fig. 5). DTT and tunicamycin are agents known to 
provoke  a  strong  UPR,  and  are  therefore  used  to  study  ER  stress.  However,  a  biological 









dimers  78.  The  partly  palindromic  core  of  the  UPREs  identified,  points  towards  a 
symmetrically organised binding factor (Fig. 1), and DNA binding experiments with HacA 
polypeptides of different  lengths  confirmed  that,  in vitro at  least,  the protein binds  to  its 










in  vivo,  but was  selected  using  an  in  vitro  procedure with  purified  (homodimeric)  HacA 
protein, which indicates the importance of the right half‐site for HacA binding. 
The  central  activation  mechanism  of  the  UPR  is  conserved  among  S.  cerevisiae, 
mammalian cells  and  filamentous  fungi,  and comprises  the  splicing of  an unconventional 
intron  from  the  transcripts  of  HAC1,  XBP1  and  hacA  respectively.  In  contrast  to  its 
homologues in S. cerevisiae and mammalian cells, the A. niger hacA mRNA is shortened at 
its 5’UTR by 230 nt upon ER  stress. This  removes  an uORF  from  the hacA mRNA, which 
could  serve  as  an  additional  regulation  step  in  the  activation  of  the  UPR  in  Aspergillus. 
Small  uORFs  can  act  as  regulatory  elements  that  control  the  translation  initiation  of  the 
downstream  located gene  171,  and  removal of  the uORF could  relieve  the hacA  transcript 
from  translational  attenuation,  allowing  for  efficient  translation  during  ER  stress.  The 
mechanism behind this 5'‐truncation of the hacA transcript is, however, still unknown, but 
it either could be the result of a nuclease assisted processing event, or the result of a new 
transcription  start  site  upon  stress.  However,  the  presence  of  three  UPREs  in  the  hacA 
promoter, and their arrangement in relation to the start sites of hacAu and hacAi, argue for 
the latter case (Fig. 7). This would imply an ingenious auto‐regulation mechanism, and we 
are  currently  studying  the  possible  role  of  the  different  UPREs  and  the  uORF  on  the 
regulation of hacA in A. niger, by mutational analyses. 
Optimisation  of  the  secretion  machinery  for  heterologous  protein  expression 







putative  target  genes.  In  combination  with  genome  wide  expression  analyses  of  strains 












































Activation  of  the  unfolded  protein  response  (UPR)  in  eukaryotes  involves  splicing  of  an 









removing  the  left  part  of  this  inverted  repeat.  This  implies  a  similar  release  of  a 
translational block as in the case of the S. cerevisiae HAC1, but in two steps. The mechanism 
behind  the  5'‐truncation, which  does  not  take  place  in  either  yeast HAC1  or mammalian 
XBP1 mRNA, has been unknown hitherto. Here we show that during secretion stress in A. 







In  eukaryotic  cells  the  majority  of  the  secreted  and  membrane  proteins  are  folded, 
assembled and modified in the endoplasmic reticulum (ER). Chaperones and foldases assist 
in folding the newly synthesised proteins 39, and correctly folded proteins are transported 
to  the Golgi compartment where  further modification  takes place. The secretory proteins 
are  transported  in  vesicles  from  the  Golgi  apparatus  to  the  cell  membrane  where  the 
content of the vesicle is released into the medium. When the amount of newly synthesised 
proteins exceeds the folding capacity of the ER, or if folding in the ER is impaired by other 
means,  the  eukaryotic  cell  triggers  an  intracellular  signalling  pathway  in  order  to 
counteract the resulting secretion stress. This response  is known as the unfolded protein 
response (UPR) 64,123,150,179, and leads to the increased synthesis of ER resident foldases and 
chaperones  as  well  as  many  other  components  of  the  secretory  pathway  160.  Genomic 
analysis of the UPR in S. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, A. nidulans, T. reesei, and A. niger 













In  S.  cerevisiae,  Ire1p‐mediated  splicing  of  a  252  nt  unconventional  intron  from 
HAC1 mRNA relieves the transcript from a translational block 66,137. HAC1 encodes a basic 
leucine‐zipper  type  transcription  factor  that  activates  its  target  genes  by  a  direct 
interaction  with  upstream  activating  sequences  (UAS).  In  mammalian  cells,  the  HAC1 
homologue XBP1  is  activated  in  a  similar way  by  the  splicing  of  a  26  nt  unconventional 
intron 81, whereas the Trichoderma reesei hac1,  the Aspergillus nidulans and A. niger hacA 
are  activated  by  the  splicing  of  a  20  nt  unconventional  intron  101,140.  To  distinguish  the 
unspliced hacA mRNA form the spliced form, they are referred to as hacAu (uninduced) and 
hacAi (induced) respectively. 
Taking  into  account  the magnitude  of  the  UPR,  and  the  risk  that  accumulation  of 
unfolded proteins in the ER pose onto the cell, it seems plausible that natural selection has 
favoured strict controllability of the pathway. Although the UPR and its central activation 
step  are  conserved  in  all  eukaryotic  organisms,  there  are  differences  in  the  molecular 
mechanisms underlying the signalling pathway, that give the different organisms different 
ways of control over  the response.  In mammalian cells  the UPR consists of  three distinct 
pathways that operate in parallel, and include general attenuation of translation, apoptosis, 
and  increased  folding  and  degradation  of  unfolded  proteins  50.  The  mammalian  UPR  is 
triggered by at least three different ER stress sensors, all ER transmembrane proteins. This 
concerns: 1) IRE1, a nuclease which splices the unconventional intron from XBP1 mRNA 186. 
2)  ATF6,  that  migrates  to  the  Golgi  in  response  to  ER  stress.  In  the  Golgi,  its  cytosolic 
domain, that encodes a transcription factor, is proteolytically released and relocated to the 
nucleus where it up‐regulates its target genes 54. 3) PERK, a protein kinase that in response 
to  ER  stress  phosphorylates  the  translation  initiation  factor‐2α,  resulting  in  general 
inhibition of translation 52. 
In contrast to mammalian cells, in S. cerevisiae the only known sensor of the UPR is 
Ire1p.  In addition  to  the on/off switch of  the yeast UPR, several other  factors  influencing 
the  UPR  circuit  have  been  described.  The  transcription  of HAC1  was  shown  to  be  auto‐
regulated  112,  and  translation  of  the  unspliced HAC1u mRNA blocked  by  long–range  base 
pairing  137.  Furthermore,  a  second  ER‐to‐nucleus  signalling  pathway  was  found,  which 










there  are  some  differences.  As  saprophytic  organisms,  filamentous  fungi  are  capable  of 
secreting  large  amounts  of  proteins  to  recruit  nutrients.  This  characteristic  might  have 
shaped the secretory pathway and have set specific demands to the stress responses, which 
might  explain  the  differences  with  the  S.  cerevisiae  UPR.  Firstly,  in  addition  to  the 
unconventional intron splicing, the 5’‐untranslated region (5’UTR) of the hacA transcript of 
A.  niger, A.  nidulans,  and T.  reesei  is  truncated  upon  ER  stress  101,140.  This  has  not  been 
reported for the yeast HAC1 or the mammalian XBP1 homologues. Secondly, a novel type of 
transcriptional down regulation mechanism has been described in filamentous fungi, which 
was  termed  repression  under  secretion  stress  (RESS)  1,118.  Upon  ER  stress,  it  down 
regulates the transcription of some genes encoding secreted proteins, thereby lowering the 












A.  niger AB4.1  (cspA1,  pyrG),  and  transformants  thereof  were  grown  on  minimal  media 
plates containing per  litre: 6 g NaNO3, 1.5 g KH2PO4, 0.5 g MgSO4  ⋅ 7 H2O, 0.5 g KCl,  trace 
elements 172, 1.5 % agar, and 20 g fructose as a carbon source (pH 6.0). 5 mM uridine was 
added  in  case  of  auxotrophy.  Protoplasts  were  transformed  according  to  standard 
procedures  76.  Agrobacterium  tumefaciens  mediated  transformation  of  A.  niger  was 

























pyrG  locus of A. niger,  the 3.9 kb XbaI  fragment of pABpyrG*Not  (kindly provided by Dr. 
Peter Punt, TNO Zeist, The Netherlands) was inserted into the SpeI site of pHacA, resulting 
in plasmid pHacA‐pyrG*. The pyrG* gene contains a filled‐in BamHI site disrupting the ORF. 







with primer pair P3 and P4,  and cloned  into pCR‐BluntII‐TOPO  (Invitrogen),  resulting  in 
pCR‐Blunt‐PhacA. Site‐specific mutations were introduced into the various elements using 







by  ligation  of  the  annealed  oligonucleotide  pair  P10‐P11  into  the  PstI  digested  pHacA 




generated  in  several  successive PCR and assembly  steps, which  involved primers P3, P4, 
P12,  P13,  P14,  and  P15  (Table  1).  The  resulting  fragment  was  cloned  into  pCR‐BluntII‐
TOPO, and after sequencing a 1351 bp BstEII­BglII fragment cloned into pHacA. 
After introduction of the mutations in pHacA, the XbaI pyrG* fragment was cloned into the 










oligonucleotide  purified  on Biogel  P30  spin  columns  (BioRad).  Binding  reactions  (20  μl) 
were performed in the following buffer: 25 mM TRIS‐HCl (pH 8.0), 5 mM dithiothreitol, 100 
mM  KCl,  4  mM  spermidine,  0.1  μg/μl  poly[d(I‐C)],  0.25%  bovine  serum  albumin,  5% 
glycerol, and included 1nM labelled probe, and 200 nM purified HacA protein 101. Binding 








purified by phenol‐chloroform extraction according  to  standard procedures  141. The DNA 





































For  northern  blot  analysis  cultures  were  grown  O/N  at  30°C  on  minimal  media 
supplemented  with  0.2%  w/v  yeast  extract.  Aliquots  of  0.5  g  wet  mycelium  were 
transferred  to  50  ml  fresh  medium  and  the  cultures  were  incubated  for  3  h  before 
provoking ER‐stress by the addition of either 20 μg/ml tunicamycin or 20 mM DTT. To the 
control  cultures  equal  amounts  of  either  DMSO  of  water  was  added.  Samples  from  the 








buffer  which  was  provided  with  the  RNeasy  plant  total  RNA  kit.  The  filled  tubes  were 
frozen  in  liquid  nitrogen  prior  to  the  harvesting  of  the  mycelia.  The  mycelium  was 




mycelium  (100‐200 mg) was added  to  a pre‐frozen  tube and  refrozen  in  liquid nitrogen. 
The  frozen  tubes  were  than  placed  in  the  Fast  Prep  FP120,  and  run  on  4  cycles  of  20 
seconds  on  speed 6.5, which  allowed  thawing  and  simultaneous  grinding  of  the mycelia. 
For  Northern  analysis  10  μg  of  total  RNA  was  separated  on  a  1.5%  (w/v)  agarose  gel 
containing  10  mM  phosphate  buffer  (pH  7),  and  blotted  onto  a  Hybond  N  membrane 
(Amersham  Pharmacia  Biotech).  Blotting  and  hybridisation  was  done  according  to 
standard  procedures  141.  Probes  were  generated  by  labelling  DNA  fragments  with 















For  microscopy,  mycelia  was  grown  between  two  glass  slides  in  minimal  media 
supplemented  with  0.2%  yeast  extract,  with  and  without  the  addition  of  10  μg/ml 









aimed  to  obtain  a  corresponding  knockout  strain.  Recently,  A.  tumefaciens  mediated 
transformation has been shown to be an efficient tool for gene replacement in Aspergillus 
awamori 92. Using this transformation procedure, the hacA gene of A. niger was successfully 





hygromycin cassette  from pAN7‐1  flanked by 2 kb of  the hacA 5’‐upstream and 1.5 kb of 
the 3’‐downstream regions respectively. 
Two  types of  colonies were present on  the  transformation plates. The majority of 
the colonies had a regular wild type phenotype, whereas approximately 30% consisted of 
small  non‐sporulating  yellow  colonies.  Southern  analyses  performed  on  both  type  of 
colonies,  showed  the  absence  of  the  hacA  gene  in  the  aberrant  colonies,  whereas  the 
construct was ectopically integrated in transformants having a wild type phenotype. Thus, 
deletion  of  hacA  results  in  a  distinct  phenotype.  Growth  is  severely  impaired,  and 
sporulation is almost absent compared to the wild type strain (Fig. 1A). On minimal media 
plates,  as well  as  on  plates with  rich medium  such  as  complete media  (CM)  and  potato 
dextrose  agar  (PDA),  the  ΔhacA  strain  formed  small  compact  colonies  with  only  few 
conidia.  The  growth  differences  observed  were  analysed  further  microscopically.  Under 
normal growth conditions, part of the hyphae of the ΔhacA strain are swollen compared to 
the wild type, and often these swollen hyphae are branched at the tips, forming finger‐like 
extensions  as  shown  in  Figure  4B.  In  the  presence  of  tunicamycin,  growth  of  the ΔhacA 
strain was nearly abolished. The hyphae are shorter than in the wild type strain, and have 







































44  codons  (Fig.  2A),  which  is  not  present  in  the  truncated  hacA  mRNA.  We  previously 
hypothesised  that  this  region  could  be  involved  in  a  translational  control mechanism  of 
hacAu mRNA, since translational control is often associated with short ORFs, present in the 
5’UTR  of  mRNAs  90.  The  S.  cerevisiae  transcription  factor  Gcn4p  and  the  mammalian 
transcription  factor ATF4  are  translationally  controlled by  small  uORFs  51,59.  To  test  this 
hypothesis,  the ATG start codon of  the uORF was mutated  to CTG, and  the mutated hacA 
construct was introduced into the ΔhacA strain. However, northern analyses of the ΔuORF 
strain and subsequent signal quantification did not show clear effects of  the mutation on 
the  transcription  levels  of  the  foldases  and/or  the  truncation  of  hacA  mRNA  upon 
application of ER‐stress, when compared to wild type (Fig. 2B and C). It has to be noted that 





Figure 1.  . Phenotypic and transcriptional analysis of  the A. niger ΔhacA strain. (A) Growth of 
the ΔhacA strain compared to the wild type AB4.1 strain on different agar media. MM, minimal 












the  5’UTR  of  the  hacAu  mRNA.  (A)  Schematic  overview  of  the  5’UTR  of  the  hacA  gene.  ATG 
indicates  the  start  codon  of hacA,  UPREs  are  indicated  by  open  boxes,  the  start  of hacAu  and 
hacAi  mRNA  by  black  boxes,  and  the  44‐codon  uORF  by  an  open  arrow.  The  mutations 
introduced  to  disrupt  the  uORF  and  the  putative  5’splice‐site  are  indicated  underneath  the 








Interestingly,  this  uORF  shows  remarkable  sequence  identity  with  two  small  uORFs 
present in the hacA transcripts of A. nidulans and A. fumigatus. The translated sequences of 
these  uORFs  of  A.  niger,  A.  nidulans  and  A.  fumigatus  are  MTRWPVFL,  MTPWPLS,  and 
MPTWLFL,  respectively.  Although  this  conservation  could  be  solely  the  result  of  the  fact 
that all three uORFs overlap with the UPRE2 sequence in each promoter, a function of the 
uORFs in translational attenuation cannot be excluded.  
Previous  inspection of  the sequence around  the start  site of hacAi mRNA revealed 
strong sequence similarity with the intron borders of the unconventional intron 101. If this 
would  lead  to  a  similar  secondary  structure  as  is  the  case  for  the unconventional  intron 
borders,  this  structure  could  be  a  potential  target  for  IreA,  and  explain  the  mechanism 
behind  the  truncation  of  hacA.  In  contrast  to  the  splicing  of  the  unconventional  intron 
which involves an IreA mediated cut in each of the two loops followed by re‐ligation of the 
two exons by tRNA ligase 151, the hypothetical IreA‐mediated 5’‐truncation of hacA mRNA 














Previously, we  identified by EMSA  three UPREs  in  the hacA  promoter. The presence and 
conservation  of  these  three  boxes  in  the  hacA  promoters  of A.  niger, A.  nidulans,  and A. 
fumigatus,  suggests  a  function  for  all  of  them  100. Mutational  analysis was  carried  out  to 
determine  the  contribution of  each of  these elements  to  the  transcriptional  regulation of 
hacA.  Mutations  were  introduced  in  the  core  sequences  of  the  hacA  UPREs.  The  loss  of 
binding due to the mutations was confirmed  in vitro by EMSAs with HacA protein and 34 
bp  double  stranded  oligos  comprising  the  different  mutated  UPREs.  Whereas  two 
mutations  (Fig.  3A) were  sufficient  to  completely  abolish  binding  of HacA  to UPRE2  and 
UPRE3, the corresponding 2 mutations introduced in UPRE1 did not lead to complete loss 
of binding. As a result, two additional mutations were introduced in the UPRE1. None of the 








When  UPRE2  was  mutated  separately,  in  combination  with  UPRE3,  or  in 
combination with UPRE1 and UPRE3, the truncation of hacA mRNA did not occur anymore 
in response to ER‐stress (Fig. 3B). Although only the  full‐length transcript was  formed in 
the  UPRE2  mutants  three  hours  after  DTT  treatment,  bipA  and  pdiA  transcripts  were 
upregulated to the same extent as in the wild type strain, indicating that truncation of hacA 
is not a necessity  for  induction of the pathway.  In contrast, mutation of UPRE1 or UPRE3 
separately, did not lead to apparent changes in the splicing of hacA mRNA under ER‐stress 
conditions.  However, mutation  of  UPRE1  did  result  in  lower  basal  levels  of  hacA  mRNA 
(Fig. 3C). All three strains carrying mutations in UPRE1 had approximately half of the hacA 
mRNA levels compared to the wild type and the other mutant strains. This  is  in  line with 
the  finding  that  hacA  is  subject  to  auto‐regulation  101.  Another  observation  is  however 
more puzzling.  In  the wild  type strain,  the amount of  the  full‐length hacA messenger had 
dropped significantly three hours after addition of DTT to the culture. This effect was also 
observed  for  the  mutants  ΔuORF,  mut‐5’splice  and  ΔIR  (mutated  Inverted  Repeat,  see 
below) upon DTT stress (data not shown). However, except for ΔUPRE2, this effect was not 
observed for the other UPRE mutants. On the contrary, full‐length hacA levels were slightly 
induced  by  ER‐stress  in  strains  with  either  a  mutation  in  UPRE1,  UPRE3  or  in  both 
elements.  This  observation  that  UPRE1  seems  to  repress  transcription  of  the  full  length 






5’RACE  on  RNA  samples  of  non‐induced  and  DTT  induced  cultures,  to  check  whether 
mutations in the UPREs had an effect on the exact start site of hacAu and hacAi mRNA. Like 
in  wild  type,  in  all  three mutants  (ΔUPRE1, ΔUPRE2  and ΔUPRE3)  the  full  length  hacA 


































strains  on  complete  (CM) media  plates  in  the  absence  (upper  row)  or  in  the  presence  (lower 
row)  of  10  μg/ml  tunicamycin.  (B)  Microscope  images  of  the wild  type  strain  (wt),  the hacA 







Long‐range  base  pairing  was  shown  to  prevent  the  uninduced  form  of  the  yeast  HAC1 
homologue from being efficiently translated 137. Part of the 252 nt intron of the yeast HAC1u 
mRNA  forms a  stable double‐stranded structure by base pairing with  the 5’UTR,  thereby 
preventing  the  ribosomes  from reading  through. Unconventional  intron splicing  removes 
the 252 nt intron, and with it the right half of the inverted repeat, thereby releasing HAC1u 
mRNA from its translation block. 
An  identical  mechanism  is  not  possible  for  the  A.  niger  hacAu  mRNA.  The 
unconventional  intron  of  hacA  is  only  20  nt  long,  and  a  stable  stem‐loop  structure  is 
predicted for this sequence, which leaves no nucleotides available for a putative long‐range 




is  located  in  the  44‐codon  uORF,  and  the  right  half  in  the  hacA  ORF  close  to  the  ATG. 




half‐sites of  the  inverted repeat were mutated. Since both half‐sites are  located  in coding 
regions,  only  silent mutations were  introduced  to  disrupt  the  putative  base  pairing  (Fig. 
5A). Although this strategy left 6 base pairs intact,  it  is  likely that a stable base pairing of 








In  order  to  study  the  unconventional  intron  splicing  we  aimed  at  constructing  a  ΔireA 
strain.  However,  multiple  attempts  and  techniques  to  construct  such  a  strain  all  failed 















Both,  the  full‐length  and  the  truncated hacA  transcripts were  abundantly  present  under 






variant  (mut  intron)  revealed  that  splicing  of  the  unconventional  intron,  and  as  a  result 
HacAi,  is  necessary  to  activate  the downstream pathway  (Fig.  5B).  Truncation of hacA  in 









Remarkably,  both  the Δintron  and  mut‐intron  strain  displayed  clear  phenotypes. 
When grown on agar plates the Δintron strain produced fewer conidia than the wild type 
strain,  whereas  sporulation  was  almost  absent  in  the  mut‐intron  strain  (Fig.  4A). 
Microscopic  inspection  of  the  mut‐intron  strain  grown  in  the  presence  of  tunicamycin 
Figure  5.  The  function  of  the  unconventional  intron,  and  long‐range  base  pairing  in  the 
regulation  of  the  UPR.  (A)  Schematic  overview  indicating  the  unconventional  intron  and  the 
location of the inverted repeats in relation to other elements present in hacA. The hacA ORF is 
indicated  by  a  solid  black  arrow,  and  the  5’UTR by  a  grey  box.  The  inverted  repeats  (IR)  are 
depicted  by  open  boxes,  and  the  base  pairing  of  the  inverted  repeats  underneath.  The 
theoretically remaining base pairings after introduction of silent mutations is also indicated. The 











revealed  a phenotype  slightly  comparable  to  the ΔhacA  strain;  poor  growth  and  swollen 
hyphae (Fig. 4B).  
   Apparently, both HacAi and HacAu have physiological  functions in A. niger, and the 
lack of either one results  in  the observed phenotype. The phenotype of  the strain having 













functions.  One  of  the  secretion  stress  responses  is  the  UPR,  which  is  common  to  all 









addition  to  the  rather  drastic  on/off  switch  of  unconventional  intron  splicing,  other 







block upon ER  stress  is  exerted via  a  switch  to  an  alternative  transcription  start  located 









the  shorter  transcript  during  ER  stress  (Fig.  3),  indicating  its  importance  for  the 
transcriptional switch. The fact that the transcriptional switch depends on HacA itself was 




mut‐intron  strain  Fig.  5),  and  therefore  unable  to  produce  the  active  form  of  the  HacA 
protein, was unable to synthesise the truncated messenger in response to stress.  
Whereas  a  clear  function  can  be  assigned  to  the  UPRE2,  the  roles  of  UPRE1  and 
UPRE3 in the regulation of hacA are somewhat more puzzling. On the whole, mutation of 
UPRE1  and  UPRE3  individually  or  together  left  the  response  and  the  accompanying 
truncation  of  hacA  intact.  However,  these  sites  could  provide  an  additional  fine  tuning 
mechanism  for  the  hacA  transcription.  When  the  UPRE1  was  inactivated  alone  or  in 
combination with other  sites  (ΔUPRE1, ΔUPRE1+3,  and ΔUPRE1+2+3),  the basal  level  of 
hacA  transcription  dropped  to  approximately  50%  compared  to  wild  type  (Fig.  3C).  In 




level of  full‐length hacA messenger. The basal  level of hacA  transcription is, however, not 
solely  dependent  on HacA. A  strain  unable  to  synthesise HacAi  (cf. mut  intron  in  Fig.  5), 




ER  stress  81,  and  in  S.  cerevisiae,  certain  conditions  can  boost  the  accumulation  of HAC1 
mRNA  via  an  Ire1p  independent  pathway  79.  A  possible  candidate  involved  in  additional 
regulation  of  the A.  niger  hacA  could  be  CpcA.  CpcA  is  a  homologue  of  the  S.  cerevisiae 
Gcn4p, which acts as the central transcription factor in response to amino acid starvation 
177. In addition, the S. cerevisiae Gcn4p plays an essential role in the UPR and is responsible 
for  the  induction  of  a  major  part  of  the  UPR  targets  during  ER  stress  124.  Its  mouse 






factor  could  explain  the  slight  upregulation  of  the  full‐length  hacA  transcript  observed 
upon stress in the ΔUPRE1 mutant strains. The role of CpcA in the UPR and its effect, if any, 
on  the hacA  transcriptional regulation, perhaps via an  interaction with  the UPRE1 target, 
and  the  controversial  role  of  the  UPRE1  as  an  activator  and  a  repressor  site  of  hacA 
transcription remains to be established. 




Disruption of UPRE3  resulted  in higher  levels of hacA  both during normal  and ER  stress 
conditions. Of the three UPREs present in the hacA promoter, UPRE3 possesses the highest 




levels  of HacAi  protein will  be  synthesised during normal  growth  conditions, which  is  in 
agreement  with  our  previous  results  from  UPRE‐promoter  reporter  constructs  100.  The 
UPRE3  could,  therefore,  have  the  function  of  a  ‘threshold’  switch;  only  when  sufficient 
HacAi  accumulates  in  the  nucleus,  the  transcription  of  hacA  will  shift  to  the  new 
transcription  start  site,  possibly  initiated  via  recognition  of  the UPRE2. Although  further 
analysis  is  needed, we  suggest  a mechanism  in which UPRE3  intercepts HacAi when  the 
protein  comes  into  the  vicinity  of  the  promoter,  thereby  preventing  activation  of 
transcription via UPRE1 or UPRE2. Only when the HacAi protein concentration reaches a 
certain  threshold  concentration,  the  pathway  is  further  activated  via  the  transcriptional 







regulatory  control  of  hacA  transcription mediated  via  UPRE1  and  HacA  and most  likely 
another  transcription  factor,  possibly  CpcA.  UPRE3,  finally,  could  function  as  a  build‐in 
safety  mechanism  to  prevent  unnecessary  activation.  The  confirmation  of  these  latter 


































cell  as  a  result  of  the  limited  intron  splicing  that  constitutively  occurs  in  the  fungal  cell. 





the  hacAu  mRNA.  The  resulting  full  length  hacAi  transcript  is,  however,  subject  to 
translational  attenuation  caused by  long‐range base pairing  and possibly  the  uORF. As  a 
result the production of ‘active’ HacAi protein is slow at this stage. Only during prolonged 












start  site.  This  will  result  in  the  truncated  hacAu  transcript.  This  messenger  lacks  the 
translational  block,  and  can  be  efficiently  translated.  However,  it  still  contains  the 
unconventional intron, and only after activation by IreA it will contribute to the active pool 
of HacAi protein and only then the hacA dependent part of the UPR is at its full strength. 
As  a  saprophytic  organism,  A.  niger  secretes  large  amounts  of  enzymes  into  its 
environment  to  degrade  complex  polymeric  substrates  used  as  natural  nutrients  for  the 
fungus. This characteristic might also have set special demands on the secretion machinery 
of the organism and on the complexity of the regulation of the UPR in comparison with, for 
example,  S.  cerevisiae.  Activation  of  the  UPR  affects  a  large  set  of  genes  4,48,154,  and 
unnecessary or unnecessarily high activation of the UPR will be costly in terms of energy. 























filamentous  fungi  like  Aspergillus  niger  and  Trichoderma  reesei  are  important  protein 
production  hosts  for  the  industry.  Production  levels  of  natural  enzymes  from  these 








levels  of  unfolded  proteins  in  the  ER,  and  its  function  is  to maintain  homeostasis  of  the 
functions of the ER. The response involves the monitoring of the folding status of proteins 
in  the  ER  and  the  transmission  of  the  information  to  the  nucleus  in  order  to  alter  the 
transcription of  relevant  genes.  In A. niger,  IreA  is  the homologue of  the yeast  Ire1p and 
mammalian  IRE1,  which  is  the  sensor  of  unfolded  proteins  in  the  ER.  IreA  transmits  a 
signal across the ER membrane if the folding capacity of the ER is insufficient and unfolded 
proteins  accumulate  in  the  compartment.  The  signal  is  received  by  hacA  which  in  turn 
transmits the signal to the nucleus. Genome wide transcription analyses have shown that 
the UPR affects a large set of genes 48,63,154. Therefore, it can be expected that the activation 
of  HacA,  which  is  one  of  the  key  regulators  of  the  UPR,  is  tightly  regulated.  This  thesis 




The  gene  encoding  HacA was  cloned  from A. niger  var.  awamori,  and  sequence  analysis 





and  the  size  difference  of  the  unconventional  intron,  the  activation  mechanism  by 
unconventional intron splicing of the messengers has been remarkably well conserved. As 
is  the case  for  the yeast HAC1u  and  the mammalian XBP1u messenger, a  stable  stem‐loop 
structure is predicted for the unconventional intron region of the A. niger hacAu mRNA. The 




identity  in  these  loops  is  very  high  among  the  three  eukaryotes  (see  Fig.  3,  Chapter  2), 
indicative of the high selection pressure on the conservation of the activation mechanism of 
the UPR during the course of evolution. Not unexpectedly therefore, a sequence alignment 
of  the  intron‐exon  borders  of  the  hacA/hac1  unconventional  intron  of  several  fungal 




      Excised fragment 
             
A. clavatus    tcctgcagcggtgttgtg---cgacctgcagtg 
A. flavus     tcctgcagcggtgttgtg---tgacctgcagtg 
A. fumigatus    tcctgcagcggtgttgtg---cgacctgcagtg 
A. nidulans     tcctgcagcgatgttgtg---cgacctgcagtg 
A. niger     tcctgcagcggtgttgtg---cgacctgcagtg 
A. oryzae     tcctgcagcggtgttgtg---tgacctgcagtg 
A. terreus    tcctgcagcgatgttgtg---tgacctgcagtg 
F. graminearum  tcctgccgcgatgttgtc---tgacctgcagtg 
M. grisea    tcctgccgagatgttgtgcaccgacctgcagtg 




Removal  of  the  20  nt  unconventional  intron  from  the  hacA  mRNA  changes  the  reading 
frame  of  the  transcript  (Fig.  2).  As  a  consequence  a  smaller  protein  is  encoded  in  the 
spliced  transcript. Whereas hacAu  encodes a protein of 436 amino acids, hacAi  encodes a 
protein  of  342  amino  acids.  Both  proteins  share,  however,  the  same  N‐terminal  part 
containing the DNA binding domain and the leucine‐zipper domain. This splicing‐induced 
frameshift  is similar  to  the activation mechanism of  the mammalian XBP1. Splicing of  the 
26 nt intron from the mammalian XBP1 also results in a frameshift. However, the translated 
protein  from  the  spliced  XBP1i  transcript  is  significantly  larger  than  from  the  unspliced 
XBP1u  mRNA.  In  yeast,  the  unconventional  intron  splicing  of HAC1  does  not  result  in  a 
frameshift, but completely replaces the 3’‐end of the transcript. Despite the differences, the 
unconventional  intron  splicing  and,  as  a  result,  the  encoded  HacA  protein  shares  some 
features with both the yeast HAC1 and mammalian XBP1 mechanism of activation. 






















Deletion of hacA  in A. niger  resulted  in a  severe phenotype,  indicating  the  importance of 
hacA for the fungus (see Fig. 1, Chapter 4). The ΔhacA strain grows poorly on various media 
and  hardly  produces  any  conidia, making  the  handling  of  the  strain  difficult.  In  order  to 
cope with  secretion  stress, hacA  even  appeared  to  be  essential  as  growth was  abolished 
upon tunicamycin treatment. 




ΔhacA mutants is not clear.  It could for example  indicate a distinct difference  in the hacA 
dependent pathway between both Aspergilli, but might also be an artefact of the method of 






Figure  2.  Unconventional  intron  splicing  of  the  A.  niger  hacA transcript.  The  hacAu  mRNA 
contains an ORF encoding a 436 amino acid protein. Splicing of the 20 nt unconventional intron 
causes  a  frameshift,  which  results  in  a  shorter  ORF  in  the  hacAi  transcript.  The  original  222 



















are  identical  (see  Fig.  1,  Chapter  3).  Sequence  alignment  of  larger  promoter  fragments 
shows  that much more variation  is present outside  the UPREs  (see Fig. 1, Chapter 3).  So 
apparently  there  has  been  stringent  selection  on  the  preservation  of  the  UPRE  in 
homologous genes. 
Since  the  various  UPREs  have  different  binding  affinities  for  HacAi  (see  Table  3, 









in  chapter  4.  Sequence  alignment  of  the hacA  promoters  of A. nidulans  and A.  fumigatus 
with the A. niger hacA promoter, showed that they also contain three UPREs, and that they 
are  very  similar  (see  Fig.  1,  Chapter  3).    Figure  4  shows  an  extended  alignment  of  the 
UPREs  identified  in  the  hacA/hac1  promoters  of  four  additional  Aspergilli  species,  F. 
graminearum, M. grisea, and T. reesei.    In all promoters three putative UPREs were  found 
with  sequence  identity  to  the  A.  niger  hacA  UPREs.  As  can  be  expected,  the  sequence 
identity among the Aspergilli UPREs is very high, whereas more variation is present when 
comparing  the  UPREs  of  evolutionary  more  distant  fungal  species  to  the  A.  niger  hacA 
Figure 3. Sequence logo of the A. niger UPRE, based on an alignment of the UPREs identified in 












        1 3 5 7 9 
A. clavatus   -363 actgaccacgctggcctttaaa 
A. flavus   -339 tgagaccacgttggccttttaa 
A. fumigatus   -326 actgaccacgctggccttttaa 
A. niger    -360 tctgaccacgttggccttttaa 
A. nidulans   -291 attgaccacgctggcctttaaa 
A. oryzae   -339 tgagaccacgttggccttttaa 
A. terreus   -353 tctgaccacgctggcctctact 
F. graminearum   -419 aactctcaacgtgtcctcaaga 
M. grisea   -763 cccaggcaaggtttgctactac 
T. reesei    -827 cctgtacatactgccctgtcca 
 
UPRE2 
         1 3 5 7 9 
A. clavatus   -177 ttatgacaacgtggcctttgct 
A. flavus   -154 tgatgacaccgtggcctctgac 
A. fumigatus   -166 ttatgccaacgtggctttttct 
A. niger    -161 ttatgacacggtggcctgtgtt 
A. nidulans   -122 ctatgacaccgtggcctctgtc 
A. oryzae   -154 tgatgacaccgtggcctctgac 
A. terreus   -168 gtatgacaccgtggcttctgtc 
F. graminearum   -301 agtgaacagtctgtcctttaca 
M. grisea   -383 tcagaacagcgtgtcctctctc 
T. reesei   -469 agaggccactctgtcctcttct 
 
UPRE3 
         1 3 5 7 9  
A. clavatus   -284 tgtgaacac-ctgtccttccgt 
A. flavus   -246 tttggacac-ttgtcctttcca 
A. fumigatus   -263 tctgaacac-ttgtccttttgt 
A niger    -259 taaggacac-ctgtccttcttg 
A. nidulans   -228 tatgaacaa-ctgtcctcttca 
A. oryzae   -246 tttggacac-ttgtcctttcca 
A. terreus   -275 tgtgaacaa-ctgtccttttcc 
F. graminearum   -377 tccatccaacctgtcctgaaat 
M. grisea (rc)    -460 taatggaaaggtgtcctttggc 
T. reesei   -555 ttgggttac-gtgtcctcaaga 
Consensus  A. niger UPRE              cannntgkcct 
 
Figure 4. Sequence alignment of the UPREs identified in the hacA/hac1 promoters of ten fungal 
species.  The  bases  of  the  conserved  core  are  numbered  above  the  sequence.  Underneath  the 
sequence alignment the consensus sequence of the A. niger UPRE is given as a reference. The M. 







In yeast,  Ire1p mediated intron splicing removes a 252 nt  intron that  includes the coding 
part of  the most C‐terminal 10 amino acids of  the Hac1pu protein, and  joins an 18 amino 













in  the  vector  construction  (Chapter  4).  Since  transcription  of  hacA  is  subject  to  auto‐
regulation,  the truncated hacA variants were expressed from the gpdA promoter to allow 
for  equal  strong  expression.  Although  not  fully  analysed,  growth  tests  of  the  various 









noted  that  the  two  truncated hacA  variants  lack  the unconventional  intron,  and  thus  are 
unable to synthesise the HacAu protein. The inability to produce HacAu was earlier shown 
to  result  in  a  distinctive  phenotype when  grown  on  plates,  by  expressing  an  intron‐less 






































compared  to  the  wild  type  strain,  and  are  capable  of  growing  in  the  presence  of 
tunicamycin. The difference between the two strains is the lack of translational attenuation 
of hacAu  in  the pKER3  strain. When expressed  from  the gpdA  promoter,  the hacA mRNA 
lacks the 3’‐UTR and as a result can not form the translational block present in the native 
hacA messenger. As a consequence, more HacAu protein might be produced in the pKER3 
strain,  but  whether  this  has  any  measurable  effects  remains  a  subject  to  further 
investigation. However, the fact that both strains are capable of growth in the presence of 
tunicamycin,  in  contrast  to  the ΔhacA  strain  and  the  pKER4  strain,  indicates  that  HacAu 












Whereas  these  truncation  experiments  gave  an  indication  that  part  of  the  C‐terminal 












The  C‐terminal  domains  of  HacAu  from A.  niger, A.  nidulans  and A.  fumigatus  are  highly 
conserved, even more than the C‐terminal domains of the induced HacAi proteins (see Fig. 
4, Chapter 2). This could be due to a specialised yet unknown function that HacAu has in the 
fungus. An  indication  that HacAu  indeed  fulfils  a  function  in  the  cell  comes  from a  strain 
carrying an intron‐less version of the hacA gene (see Fig. 4A, Chapter 4). This strain cannot 
produce HacAu, and although  it can cope with  tunicamycin stress,  its growth during non‐
stress conditions  is  slightly  impaired and  it generates  less  conidia under both conditions 
compared  to wild  type.  It  is unknown whether significant  levels of HacAu protein will be 
produced  in A.  niger,  but  a  possible  function  for  HacAu  would  be  the  role  of  a  negative 
regulator  of  the  UPR.  In  mammalian  cells  it  was  recently  shown  that  XBP1u  acts  as  a 
negative regulator of XBP1i and ATF6 189.  




its  C‐terminal  domain.  XBP1u  targets  both XBP1i  and ATF6  in  the nucleus  by  associating 
with  them,  and  targets  them  subsequently  to  the  proteasome  for  degradation. Whether 
such  a  function  also  resides  in  the  C‐terminus  of  HacAu  remains  to  be  examined,  but 
sequence  analysis  of  the  C‐terminal  domain  of  HacAu  showed  that  it  is  a  leucine  rich 













and 4,  Chapter 4  and Fig.  6).  These  strains  express hacA with  a mutated unconventional 
intron  that  can  not  be  spliced,  and  thus  can  only  produce  HacAu  protein.  Either  HacAu 
directly interacts with promoter elements and alters transcription of downstream genes, or 





Figure  8.  Alignment  of  the  amino  acid  sequences  of  the  (partial)  C‐terminal  domains  of 
HacAu/Hac1u from ten fungal species.  The conserved leucine residues are indicated by asterixes, 














Due  to  long  range  base‐pairing,  the  full  length  hacA  transcript  is  subject  to 
translational  attenuation,  similar  to  yeast HAC1u  (see  Fig.  8,  Chapter  1)  137.  Contrary  to 
yeast,  splicing  of  the  intron  does  not  relieve  the  hacA  transcript  from  the  translational 
block (Fig. 9). As a consequence, the initial IreA mediated splicing of hacA mRNA does not 



























Figure 9.  Schematic  representation of  the secondary structure and  long  range base pairing  in 
the A. niger hacAu mRNA,  causing  translational  attenuation.  The hacA  5’UTR  and hacA  coding 








two  step  activation  of  the  UPR would  also  offer  the  fungus  an  ingenious way  of  quickly 
shutting  the  pathway  off.  Ceasing  the  IreA  dependent  splicing  would  leave  a  pool  of 
truncated but unspliced hacA mRNA in the cell. Not subjected to translational attenuation, 








even  when  UPRE1  is  mutated  (see  Fig.  3C,  Chapter  4).  A  sequence  alignment  of  hacA 
promoter  fragments  from  seven Aspergilli  revealed  a  highly  conserved  sequence  stretch 
just upstream of the UPRE1, which may indicate a binding site for a yet unknown regulator 
(Fig.  10).  Interestingly,  the border of  this  conserved box  shows  sequence  similarity with 
the CpcA/Gcn4p binding site, TGACTC, which could be clue to the involvement of CpcA in 
the Aspergillus UPR. 
Figure 10.  Alignment of hacA  promoter  fragments  from  seven Aspergilli.  The  conserved hacA









Aspergillus  niger  is  a  filamentous  fungus  that  is  ubiquitous  and  commonly  found  on 
decaying plant material. A. niger has a saprophytic lifestyle and plays an important role in 
the degradation and recycling of dead plant material. In order to break down the complex 
plant  polymers  into  smaller  molecules  that  can  be  taken  up  and  serve  as  energy  and 
nutrient  sources,  the  fungus  produces  a  variety  of  hydrolytic  enzymes.  Many  of  the 
secreted enzymes of A. niger, like amylases, proteases, pectinases, xylanases andlipases find 
applications  in  the  baking,  starch,  textile,  food  and  feed  industry.  In  industrial 
fermentations these extracellular enzymes can be produced in large quantities, some up till 
40g/l.  Although  the  high  capacity  secretory  pathway  of  A.  niger  is  often  successfully 
exploited  for  the production of homologous and other  fungal  enzymes,  the expression of 
heterologous enzymes of non‐fungal origin is often several orders of magnitude lower. It is 
generally  accepted  that  protein  folding  in  the  endoplasmic  reticulum  (ER)  is  a  major 
bottleneck  in  heterologous  protein  production.  A  better  understanding  of  the  secretory 
pathway  and  the  processes  involved  is  therefore  of  great  importance  for  future 
optimisation of heterologous protein production in the fungus. 
The ER constitutes a major part of the secretory pathway and it is here that protein 
folding  takes  place.  A  quality mechanism  ensures  that  only  correctly  folded  proteins  are 
passed on  to  the downstream pathway. So when  the  folding rate of proteins  in  the ER  is 
lower  than  the  input  of  newly  synthesised  polypeptides,  unfolded  proteins  start  to 




the  response  is  that  the  cell  increases  the  production  of  ER  localised  chaperones  and 
foldases, which are molecules that assist in protein folding.  





induced HacAi protein  shares 72%  identical  residues  in  its DNA binding domain with  its 
yeast homologue, but exhibits only 25% over‐all  identity. Also  the unconventional  intron 
differs  substantially.  In yeast a 252 nt unconventional  intron  is  removed  from the HAC1u 








splicing  it  was  shown  that  the A.  niger  hacA  transcript  is  truncated  by  230  nt  upon  ER 
stress.  GFP  tagging  of  HacAi  proved  its  nuclear  localisation,  and  over‐expression  of  the 
spliced  (and  thus  induced)  hacAi  from  the  gpdA  promoter  resulted  in  constitutive 
upregulation of ER localised chaperones and foldases, and induced the transcription of the 
hacA  gene  itself  as  well.  The  hacAi  gene  was  also  expressed  in  E.  coli  and  protein  was 
purified and used for DNA binding experiments. It was shown by Electrophoretic Mobility 
Shift Assays  (EMSAs)  that HacAi was  able  to bind  to promoter  fragments  of ER  localised 
foldases and chaperones, and to its own promoter.  
In Chapter 3 we  focused more  on  the  target  sites  of  the  transcriptional  activator 




A.  niger  UPRE  corresponding  to  5'‐CAN(G/A)NTGT/GCCT‐3'.  The  A.  niger  UPRE  is  a 
partially  palindromic  sequence  (underlined)  around  a  single  spacer  nucleotide  (between 
brackets)  followed  by  a  conserved  stretch  of  four  nucleotides.  By  binding  site  selection 
(BSS) the optimal binding site for HacA was isolated which shares the characteristics of the 
natural UPREs, and only differs by  the absence of  the spacer nucleotide. The dissociation 
constants  for  the  different  UPREs  were  determined,  and  by  reporter  constructs  it  was 
shown  that  UPREs  with  different  dissociation  constants  resulted  in  differential 
upregulation upon ER stress. In addition to the unconventional intron splicing, the A. niger 
hacA transcript is truncated at its 5’end by approximately 230 nt upon secretion stress. The 
mechanism  behind  this  truncation  has  been  unknown  thus  far,  and  has  also  not  been 
reported for the UPR transcription factors of mammalian cells and yeast. In Chapter 4 we 
describe  the mechanism behind  the hacA mRNA  truncation.The  shorter hacA mRNA  that 
appears during secretion stress is the result of transcription of the hacA gene from a new 
start  site  which  lies  closer  to  the  ATG.  This  transcriptional  switch  is  dependent  on  the 
UPRE2  in  the hacA  promoter  and operated by  the HacAi  protein  itself.  The  shorter hacA 




end  of  the  Chapter,  showing  the multistep  activation  of  HacA.  Finally,  in Chapter 5  the 








Aspergillus  niger  is  a  filamenteuze  schimmel  die  wereldwijd  verspreid  is  en  veelvuldig 
voorkomt op rottend planten materiaal. Als een saprophyt speelt A. niger een belangrijke 
rol  in  de  afbraak  en  recycling  van  dood  plantaardig  materiaal.  Plantaardig  materiaal 
bestaat  voor  een  groot  deel  uit  complexe  polymeren.  Om  die  complexe  polymeren  te 
kunnen afbreken tot kleinere moleculen die de schimmel kan opnemen om zo die dienen 
als nutriënt en energie bron, scheidt A. niger een scala aan hydrolytische enzymen uit. Veel 
van  de  extracellulaire  enzymen  van  A.  niger,  zoals  amylases,  proteases,  pectinases, 
xylanases  and  lipases,  vinden  toepassingen  in  de  bakkerij,  zetmeel,  textiel, 
voedingsmiddelen  en  diervoeder  industrie.  In  industriële  fermentaties  kunnen  deze 
extracellulaire  enzymen  in  grote  hoeveelheden  geproduceerd  worden.  Voor  sommige 
enzymen worden titers gehaald van meer dan 40g/l. A. niger beschikt dus van nature over 
een  secretie  pathway  met  een  grote  capaciteit,  en  deze  wordt  vaak  met  succes 




met  behulp  van  A.  niger.  Voor  de  toekomstige  optimalisatie  van  de  schimmel  voor  de 
productie van heterologe eiwitten, is het daarom van groot belang om een beter inzicht en 
begrip te krijgen van de secretie pathway en de processen die zich hierin afspelen. Het ER 
is  één  van  de  belangrijkste  compartimenten  van  de  secretie  pathway,  en  extra‐cellulaire 
enzymen  krijgen  hier  hun  tertiaire  structuur  door  middel  van  eiwit  vouwing.  Een 
kwaliteitscontrole‐systeem  zorgt  ervoor  dat  alleen  correct  gevouwen  eiwitten  worden 
doorgegeven  aan  het  volgende  compartiment  in  de  secretie  pathway,  het  Golgi.  Als  de 
snelheid  van  eiwit  vouwing  lager  is  dan  de  toevoer  van  nieuw  gesynthetiseerde 
polypeptides, zullen ongevouwen en/of gedeeltelijk gevouwen eiwitten zich dus ophopen 
in  het  ER.  Dit  vormt  een  serieuze  bedreiging  voor  de  cel,  en  de  eukaryote  cel  reageert 
hierop  door  middel  van  de  activering  van  een  stress  respons,  die  bekend  staat  als  de 
Unfolded Protein Response (UPR). De UPR bestaat uit een signaal transductie cascade dat 
een  signaal  stuurt  vanuit het ER naar de kern van de  cel. Het belangrijkste  effect  van de 
signaal overdracht is de verhoogde transcriptie van genen die coderen voor ER gesitueerde 






Dit  proefschrift  is  gericht  op  de  ontrafeling  van  de  eigenschappen  en  de  regulering  van 
HacA, de transcriptie factor van de A. niger UPR. 
Hoofdstuk 1 van dit proefschrift geeft een overzicht van de processen en mechanismen die 





slecht 25% bedraagt. Het onconventionele  intron van hacA  verschil  ook  substantieel  van 
het  intron  in  het  gist HAC1 mRNA.  In  gist  wordt  een  252‐nt  groot  intron  uit  het HAC1u 
transcript gesplitst gedurende secretie stress,  terwijl het A. niger hacAu  slechts een 20‐nt 






intron  splitsing,  werd  aangetoond  dat  het  hacA  transcript  230  nt  verliest  van  zijn  5’‐
uiteinde,  tijdens  secretie  stress.  GFP  tagging  toonde  aan  dat HacAi  gelokaliseerd  is  in  de 
kern,  en over‐expressie  van hacAi  vanaf de  constitutieve gpdA  promotor  resulteerde niet 
alleen in de constitutieve op‐regulatie van de ER gebonden chaperones en foldases, maar 
ook  van  hacA  zelf.  Het  hacAi  gen werd  ook  tot  expressie  gebracht  in E.  coli,  en met  het 
vervolgens  gezuiverde HacAi  eiwit werden DNA bindings  experimenten  gedaan.  Er werd 




opgehelderd,  en  de  bindings‐eigenschappen  van  HacA  aan  verschillende  UPRREs  is 
bepaald.  De  promotors waarvan  in  Hoofdstuk  2 was  aangetoond  dat  HacA  aan  hen  kon 
binden, bleken allen een UPRE te bevatten. De hacA promotor zelf bleek zelfs 3 UPREs te 




vier  nucleotiden.  Door  middel  van  binding‐site‐selection  (BSS),  is  de  sequentie  van  de 
optimale bindingsplek van HacA opgehelderd. Deze sequentie verschilt van de natuurlijke 
UPREs  door  de  afwezigheid  van  de  spacer  nucleotide,  maar  deelt  verder  de 
karakteristieken  van  de  UPREs.  De  dissociatie  constante  voor  de  verschillende  UPREs  is 




verschillende  dissociatie  constanten  resulteren  in  differentiële  op‐regulatie  in  geval  van 
secretie  stress.  Naast  de  onconventionele  intron  splitsing,  verliest  het  A.  niger  hacA 
transscript  ook  ongeveer  230  nt  van  zijn  5’‐uiteinde  gedurende  secretie  stress.  Het 
mechanisme achter deze verkorting van het mRNA was onbekend tot nog toe, en is ook niet 
gerapporteerd voor de UPR transscriptie factoren van gist en dierlijke cellen. In Hoofdstuk 







om  zo  bijdragen  aan  de  concentratie  van  actief  HacAi  eiwit,  en  zo  de  transcriptionele 
response  van  de  UPR  versterken.  Op  basis  van  onze  huidige  kennis  is  een  model 
gepresenteerd  die  de  multi‐staps  activatering  van  HacA  beschrijft.  Tenslotte  zijn  in 
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